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Première partie : Un aperçu de la 
dynamique des membranes plasmiques. 











1. Dynamique membranaire et mobilité des éléments de surface 
 
L’objectif de ce premier chapitre n’est pas de réaliser une revue exhaustive de la biologie 
des membranes, mais de simplement rappeler quelques étapes dans la compréhension des 
mécanismes favorisant ou restreignant la diffusion latérale des protéines au sein de la 
membrane plasmique. 
1.1. La mosaïque fluide : 
 
En 1974, Singer et Nicolson proposent un modèle général décrivant la structure des 
membranes cellulaires et notamment de la membrane plasmique (Singer and Nicolson, 1972). 
Cette dernière est présentée comme une « mosaïque fluide ». La membrane est formée par une 
bicouche de phospholipides exposant leur tête polaire au milieu aqueux environnant et 
protégeant leur queue hydrophobe. Les protéines faisant partie de la membrane sont plus ou 
moins profondément ancrées dans cette bicouche soit dans sa périphérie (protéines 
périphériques) soit en la traversant (protéines intégrales). Des interactions de faible énergie 
avec les phospholipides environnants stabilisent les protéines dans la bicouche. Les 
phospholipides constituent la matrice de la membrane, lui conférant un caractère fluide 
rendant possibles les mouvements de translation des protéines membranaires, autrement dit 
leur diffusion latérale (Figure 1). Cette diffusion latérale est libre, i.e .simplement produite par 
les mouvements browniens. La diffusion latérale des protéines a ainsi pu être modélisée en se 
basant sur l’hypothèse de la mosaïque fluide (Saffman and Delbruck, 1975). 
La diffusion latérale de protéines au sein de membranes cellulaires ou artificielles a pu 
être déterminé en utilisant la technique de FRAP (Fluorescence Recovery After 
Photobleaching) (Axelrod et al., 1976). Cette diffusion latérale est en général quantifiée par le 






















Figure 1 : Schéma de la membrane plasmique vue comme une « mosaïque fluide » (Singer 
and Nicolson, 1972). 
 
Selon ce modèle de structure de la membrane plasmique, la matrice de la membrane est 
constituée de phospholipides (A) qui autorisent la diffusion latérale des protéines au cours du temps 
(représentée par la flèche rouge), présentes soit sous forme de protéines périphériques (B) ou de 
protéines dites transmembranaires ou intégrales (C). 
 
D’après (Singer and Nicolson, 1972). 





1.2. Limites au modèle de la mosaïque fluide : 
 
Deux faits expérimentaux sont rapidement entrés en contradiction avec des prédictions 
issues du précédent modèle. 
Premièrement, les mesures effectuées sur diverses protéines au sein de membranes 
cellulaires ont révélé un coefficient de diffusion nettement inférieur, d’un facteur 5 à 50, à 
celui des mêmes protéines mais mesuré au sein de membranes artificielles ( (Kusumi et al., 
2005), (Jacobson et al., 1987)). C’est seulement dans ce dernier cas que les constantes de 
diffusion des protéines correspondent aux valeurs attendues d’après la modélisation de 
Saffman. Des mécanismes agissent donc au sein des membranes cellulaires pour restreindre la 
diffusion des protéines. En outre, certaines protéines, tels les récepteurs à l’acétylcholine 
situés sur la zone post-synaptique des myocytes sont totalement immobiles (Tank et al., 
1982). En revanche, des protéines situées au sein de bourgeonnements membranaires non 
soutenues par le cytosquelette d’actine possèdent une diffusion comparable à celle observée 
dans des membranes artificielles (Tank et al., 1982). 
Deuxièmement, d’après le modèle proposé par Saffman et Delbrück, la diffusion d’un 
constituant protéique dans la membrane ne dépend pratiquement pas de sa taille. Ce fait a été 
vérifié dans des membranes artificielles (Peters and Cherry, 1982). On pourrait ainsi 
s’attendre à ce que suite à la formation d’un oligomère, il n’y ait pas de différence entre les 
caractéristiques de diffusion de l’édifice et celles du constituant initial. Cette prédiction s’est 
néanmoins vue contredite par diverses études portant sur la dynamique de récepteurs aux 
hormones (Nelson et al., 1999; Roess et al., 2000). 
Ces observations convergent pour soutenir l’idée que la diffusion des protéines au sein de 
la membrane plasmique n’est pas libre : des contraintes (dont la nature sera précisée plus loin) 
restreignent cette diffusion. 
 
1.3. Compartimentalisation par des barrières cytoplasmiques 
 
L’étude de la protéine bande 3 des hématies (Sheetz et al., 1980) a permis de révéler que 
la diffusion de cette protéine au sein de la membrane plasmique était restreint par le réseau 
sous-membranaire constitué par une protéine nommée spectrine. Ce système est néanmoins 
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particulier aux hématies et l’on ne retrouve pas un tel réseau de spectrine dans d’autres types 
cellulaires.  
Edidin montre en 1991 que des molécules ne différant que par leur mode d’ancrage à la 
membrane diffèrent également dans leur mobilité latérale: seule celle possédant un domaine 
cytoplasmique voit sa diffusion latérale restreinte, ce qui suggère l’existence de barrières 
cytoplasmiques contrariant la libre diffusion des protéines (Edidin et al., 1991). Une approche 
similaire, employant des molécules du CMH (Complexe Majeur d’Histocompatibilité) mutées 
afin de posséder un domaine cytoplasmique de taille plus ou moins grande, a conduit à des 
conclusions similaires : des mesures par FRAP ainsi que l’emploi de « pinces optiques » (une 
méthode qui permet à l’aide d’un laser focalisé sur un objet, par exemple une bille 
microscopique, d’exercer une force sur cet objet) ont montré que la diffusion des molécules 
augmentait lorsque la taille de leur domaine cytoplasmique diminuait, de sorte que des 
barrières cytoplasmiques à la diffusion, situées à environ 2-3 nm sous la membrane 
plasmique, pouvaient être responsables de ce comportement (Edidin et al., 1994). 
Des études menées en parallèle et employant du Suivi de particule isolée (Single Particle 
Tracking, SPT) à hautes résolutions temporelle (l’intervalle entre deux images étant de 33 ms) 
et spatiale ont conduit à des observations complémentaires (Figure 2). Au cours de ces études, 
le mouvement de diffusion des constituants membranaires est classé en différentes 
catégories : diffusion restreinte (la diffusion de la particule est limitée dans l’espace, comme 
si celle-ci était restreinte par un obstacle physique), diffusion stationnaire (la particule semble 
immobile) et diffusion libre (la diffusion de la particule ne subit aucune entrave). 
L’observation dans le temps permet de mettre en évidence l’alternance de « longues » 
(environ 30 s) périodes de diffusion restreinte et de brèves périodes de diffusion libre (Figure 
2A) ((Kusumi et al., 1993), (Sako and Kusumi, 1994)), que les auteurs ont nommé Diffusion 
Saltatoire (Hop Diffusion). 
Ces observations ont conduit les auteurs à proposer le modèle des « enclos du 
cytosquelette membranaire) (« membrane skeleton fence », (Kusumi et al., 1993) (Figure 2B) 
qui explique que c’est la compartimentalisation de la membrane plasmique qui est à l’origine 
de ces observations : le cytosquelette forme un réseau sous-membranaire qui confine les 





















Figure 2 : Les modes de diffusion des constituants membranaires révèlent la 
compartimentalisation de la membrane plasmique. 
 
A - La diffusion d’un constituant de la membrane plasmique (ici un phospholipide) marqué par une particule 
d’or colloïdal et suivi à haute résolution temporelle (25 µs) révèle le caractère alternativement restreint et 
rapide de cette diffusion. Ce phénomène de « Hop-diffusion », observé sur les protéines ainsi que les lipides 
membranaires, révèle la compartimentalisation de la membrane plasmique. 
B – Le modèle du « Membrane Skeleton Fence » explique le caractère alternativement restreint et libre de la 
mobilité des constituants membranaires : la molécule, qu’elle soit une protéine transmembranaire (bleu) ou un 
phospholipide (rouge), est la plupart du temps confinée à l’intérieur d’un compartiment, ce qui explique les 
périodes de diffusion restreinte ; de temps-en-temps, elle franchit la limite entre deux compartiments (flèches 
bleu et rouge), ce qui se traduit par une brève période de diffusion libre. 
C – Le détail montre à quelle échelle le modèle de la mosaïque fluide (Cf. Figure 1), selon lequel la diffusion 
latérale est libre au sein de la membrane, reste applicable en termes de mobilité des constituants membranaires. 
 







La constante réorganisation du cytosquelette ainsi que les fluctuations de la distance entre 
réseau sous-membranaire et membrane autorise le « saut » occasionnel d’un compartiment à 
un compartiment adjacent, expliquant la diffusion libre. L’occasionnelle liaison d’une 
protéine au cytosquelette explique le mode de diffusion stationnaire (cas du complexe E-
cadhérine/caténine/actine, (Kusumi et al., 1993; Tomishige et al., 1998)).  
L’observation que tous les constituants de la membrane, y compris des phospholipides 
(Fujiwara et al., 2002), sont soumis au phénomène de diffusion saltatoire a amené les auteurs 
à compléter le modèle du « membrane skeleton fence » pour prendre en compte le rôle des 
protéines transmembranaires ancrées au cytosquelette d’actine qui se comportent comme 
autant de « piquets » et contribuent à la restriction de diffusion des constituants 
membranaires. Le modèle résultant est nommé « Fences and Pickets model » (Figure 3 A et 
B) (Kusumi et al., 2005; Murase et al., 2004).  
 
1.4. Rôle potentiel des microdomaines lipidiques : 
 
Beaucoup de faits autour des microdomaines lipidiques (ou lipid rafts) sont encore sujets à 
controverse, que ce soit concernant leur existence, leur taille ou leur demi-vie d’existence. 
Sans entrer dans les détails, il semble souhaitable de souligner dans quelle mesure ces 
microdomaines peuvent contribuer à la compréhension de la mobilité des constituants 
membranaires. 
Les microdomaines lipidiques (lipid rafts) sont définis en 1997 par Simons et Ikonen 
(Simons and Ikonen, 1997). Cette notion est basée sur une définition opérationnelle : les 
constituants des « lipid rafts » sont insolubles à 4°C dans le Triton X-100 (un détergent non 
ionique), ce qui forme des DIG (pour Detergent Insoluble Glycolipid-enriched Complexes). 
Cette fraction est enrichie en cholestérol et en sphingolipides, ce qui confère une faible 
densité durant la centrifugation sur grandient de sucrose. Des protéines possédant une ancre 
Glycophosphatidyl Inositol (GPI), des protéines doublement acylées par des acides gras 
saturés (e.g. la protéine kinase Fyn) se retrouvent dans les DIG.  
Bien que ce point fasse encore l’objet de débats, il apparaît, suite à des études par 
FRAP (Kenworthy et al., 2004), que l’appartenance à des micro-domaines lipidiques n’influe 


















Figure 3 : le modèle des « Fences and Pickets » explique la compartimentalisation des 
constituants de la membrane plasmique. 
 
Le modèle des « Fences and Pickets » prend en compte la contribution de deux types de phénomènes 
pour expliquer le type de mobilité latérale observé pur les constituants membranaires et le phénomène de 
« Hop-diffusion » : 
A – Le réseau sous-membranaire d’actine constitue un obstacle élastique (fence) à la diffusion des constituants 
membranaires comportant un domaine cytoplasmique. 
B – Les protéines ancrées au cytosquelette d’actine (pickets) forment autant d’obstacles contre lesquels viennent 
buter tous les constituants membranaires. 
 
D’après (Kusumi et al., 2005) 
Cytosquelette  sous-membranaire 
Phospholipide Protéines ancrées au cytosquelette 
B 
A 




Ces conclusions rejoignent celles d’études menées par FCS (Fluoresence Correlation 
Spectroscopy) montrant que l’existence de microdomaines lipidiques peut restreindre la 
mobilité des protéines membranaires à l’échelle submicrométrique (Lenne et al., 2006) : les 
protéines associées à ces domaines seraient dynamiquement incluses et exclues de ceux-ci et 
n’y demeureraient que peu de temps (de l’ordre de la ms). 
 
1.5. Transport dirigé de protéines en surface de cellules : 
Jusqu’ici, seuls des mécanismes responsables d’une restriction de la mobilité latérale de 
protéines ont été présentés. Néanmoins, certains cas témoignent d’une augmentation de la 
mobilité de protéines membranaires. Ainsi, la diffusion et la mobilité linéaire de β2 intégrines 
augmente lorsque le cône de croissance axonal de neurites est soumis à un traitement par du 
Neural Growth Factor (NGF) (Grabham et al., 2000). Ce phénomène dépend de l’intégrité du 
cytosquelette d’actine et semble nécessiter l’intervention de la myosine de type II. Une liaison 
directe a par ailleurs été mise en évidence entre la Myosine X et la β2 intégrine, ce qui 
suggère l’existence de mécanismes de transport actif de composants membranaires en surface 
des cellules par l’intermédiaire de moteurs moléculaires (Zhang et al., 2004). 
Le phénomène de repolarisation de l’intégrine LFA-1 (Leukocyte Function-associated 
Antigen 1) est par ailleurs bien documenté pour les lymphocytes T lors de leur interaction 
avec une Cellule Présentatrice d’Antigènes (CPA) présentant des peptides agonistes (Wulfing 
and Davis, 1998). 
Enfin, l’observation de LT en interaction avec une bicouche lipidique présentant des 
complexes peptide-CMH agonistes a révélé que les « microclusters » de TCR (cf. infra) 
convergent vers le centre de la zone de contact, témoignant d’un transport dirigé (Varma et 
al., 2006; Yokosuka et al., 2005). Les mécanismes à l’origine de ce phénomène demeurent 
flous même si une mobilité explicable par des moteurs moléculaires a déjà été recherchée 
(Jacobelli et al., 2004; Moss et al., 2002). 
 
1.6. Une vision actuelle de la membrane plasmique : 
 
La vision de l’organisation de la membrane plasmique a évolué depuis le modèle de la 
mosaïque fluide : celle-ci ne constitue pas un continuum en deux-dimensions au sein duquel 
les protéines membranaires diffusent librement. Des contraintes agissent et restreignent la 
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mobilité des constituants membranaires et particulièrement des protéines. Ces contraintes ont 
divers supports physiques : la matrice-extra-cellulaire pourrait agir via la portion extra-
cellulaire des protéines. La partition de la membrane plasmique, plus précisément l’existence 
de micro-domaines lipidiques pourrait influencer le déplacement des protéines en fonction de 
leur mode l’ancrage ainsi que de la séquence en acides aminés de leur portion 
transmembranaire. Enfin, le cytosquelette d’actine agirait par deux moyens : en formant un 
réseau, il limiterait par répulsion stérique la diffusion des protéines via leur domaine 
cytoplasmique ; de plus, en permettant l’ancrage de protéines par liaison directe ou indirecte 
au cytosquelette, il créerait autant de « piquets » relativement peu mobiles et contre lesquels 
viendraient butter tous les constituants membranaires, ce qui contribuerait à limiter leur 
diffusion latérale.  
La mobilité des constituants membranaires est hautement variable dans le temps 
comme dans l’espace. Un exemple frappant est fourni par l’intégrine LFA-1 qui, sur un 
lymphocyte T en migration, est immobile au niveau des points focaux d’adhésion au substrat 
mais est capable de diffuser au sein de l’uropode (la région postérieure du lymphocyte en 
migration). 
La partition de la membrane a par ailleurs des conséquences sur les fonctions de la 
membrane plasmique : elle permet l’organisation baso-apicale des cellules organisées en 
épithélium ; elle rend aussi possible la transduction de signaux et ainsi que l’organisation 
d’édifices macro-moléculaires. Par exemple, l’oligomérisation du récepteur en réponse à la 
liaison de son ligand hormone ralentit la diffusion latérale de l’édifice (Nelson et al., 1999; 
Roess et al., 2000), ce qui peut favoriser la liaison de molécules capables de transduire le 
signal dans le cytoplasme. 
Les modalités d’organisation de la membrane plasmique peuvent moduler le 
comportement dynamique des constituants membranaires comme par exemple celui du TCR 
dans le cas de figure des Lymphocytes T (LT). 
 
2. Lymphocytes T et TCR 
 
Le propos de ce chapitre est de décrire les caractéristiques importantes relatives au TCR 
afin de comprendre comment ceux-ci peuvent influencer sa dynamique en surface des LT.  
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2.1. Le TCR 
 
Le TCR (pour T Cell Receptor) ou Récepteur à l’Antigène des Lymphocytes T joue le rôle 
de « module de reconnaissance » des antigènes lorsque ceux-ci sont présentés dans le contexte 
du CMH. Nous nous focaliserons sur le TCR des LT αβ , qui représentent la majorité (95%) 




Le TCR est un hétérodimère comportant une chaîne α et une chaîne β, chacune étant une 
glycoprotéine transmembranaire de type I appartenant à la super-famille des 
Immunoglobulines (Ig). Le domaine N-terminal, extra-cellulaire, de chaque chaîne comporte 
une région constante (C) ainsi qu’une région variable (V) séparées par une région charnière 
(cf. infra le mode de génération de la région variable). Le domaine transmembranaire, 
hydrophobe, comporte des acides aminés chargés positivement, fait essentiel à la formation 
du complexe avec le CD3 (cf. infra). Le domaine cytoplasmique, court et ne comportant 
qu’entre trois et douze acides aminés, est dépourvu d’activité enzymatique (Bentley and 
Mariuzza, 1996). Les deux chaînes sont unies de façon covalente par un pont disulfure.  
Le module de reconnaissance de l’antigène est formé par l’association des domaines V des 
chaînes α et β (Vα et Vβ). Plus précisément, on trouve au sein de chaque région V des 
domaines hypervariables nommées « Complementary Determining Region » ou CDR (par 
analogie aux régions CDR des Immunoglobulines) (Figure 4). Les CDR 1 et 2 se lient au 
CMH tandis que les CDR3 se lient au peptide antigénique (Jorgensen et al., 1992; 
Sant'Angelo et al., 1996).  
L’hétérodimère αβ est responsable de la reconnaissance du peptide antigénique ; 
néanmoins, son court domaine cytoplasmique ne permet pas de transduction du signal suite à 
la reconnaissance du signal : ce rôle est dévolu au complexe CD3. 
 
2.1.2. Le complexe CD3-TCR 
 
Le CD3, module de transduction du signal associé au TCR, est un complexe se 













Figure 4 : Structure de la portion extracellulaire d’un TCR cristallisé. 
 
Le TCR se compose de deux chaînes nommées respectivement α et β. Chacune des chaînes α 
(rose) et β (bleu) comporte une région constante (respectivement Cα et Cβ) ainsi qu’une région variable 
(respectivement Vα et Vβ). Au sein de cette dernière, les CDR 1, 2 et 3 sont le siège de la 
reconnaissance du peptide antigénique présenté par le CMH : à noter la position externe des CDR 1 et 2 
qui permet l’interaction avec le CMH tandis que les CDR 3, plus internes, viennent reconnaître le 
peptide présenté par le CMH. 
 
D’après (Bentley and Mariuzza, 1996) 
CDR de la 
chaîne β 
CDR de la 
chaîne α 
Domaines Ig 
de la chaîne α Domaines Ig  
de la chaîne α 
Pont disulfure liant les chaîne α et β 
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comporte un hétérodimère γε, un hétérodimère δε ainsi qu’un homodimère ζζ (Rudolph et al., 
2006; Schumacher, 2002). Les chaînes γ, δ et ε comportent un domaine Ig en position extra-
cellulaire alors que les chaînes ζ en sont dépourvues. Toutes les chaînes possèdent un 
domaine transmembranaire comprenant des acides aminés hydrophobes chargés 
négativement : cette propriété permet l’association des chaînes composant le CD3 au TCR 
(Figure 5). Les domaines cytoplasmiques des chaînes du CD3 renferment des motifs dits 
ITAM (pour Immunoreceptor Tyrosines-based Activation Motif), consistant en une séquence 
YXXL(X)6-8YXXL). Plus précisément, les chaînes γ, δ et ε possèdent chacune un ITAM tandis 
que les chaînes ζ en comportent  trois (Samelson et al., 1985). Les ITAM sont indispensables 
à la transduction du signal survenant après engagement du TCR : leur phosphorylation permet 
le recrutement de protéines impliquées dans la signalisation en aval du TCR (cf. infra). 
Le complexe CD3 permet aussi une expression stable du TCR en surface des cellules. En 
effet, la formation du complexe TCR/CD3 s’effectue au sein du Réticulum Endoplasmique et 
suit une chronologie rigoureuse : un hétérodimère δε se lie à la chaîne α du TCR ; d’autre 
part, un hétérodimère γε se lie à la chaîne β du TCR ; enfin, les deux chaînes du TCR sont 
liées par la formation d’un pont disulfure. L’hexamère TCRαβCD3γεCD3δε résultant se lie 
enfin à un homodimère ζζ. Le complexe résultant est exporté à la surface des cellules 
(Alarcon et al., 1988; Huppa and Ploegh, 1997), où il demeure plusieurs heures avant d’être 
endocyté (Liu et al., 2000) 
 
2.1.3. Organisation et recombinaison des gènes codant pour le TCR  αβ 
 
La structure du TCR au niveau des régions variables diffère d’un clone de LT à l’autre. 
L’ensemble des structures de TCR existant chez un individu détermine le répertoire T de cet 
individu ; on estime que l’étendue de ce répertoire est énorme, de l’ordre de 1013. 
L’unicité d’un TCR donné est obtenue au moyen de la recombinaison somatique des 
gènes codant pour le TCR ; cet événement se déroule au cours de l’ontogenèse des TCR, dans 
le thymus. Ce processus est très semblable dans son principe au réarrangement des chaînes 
lourdes et légères des immunoglobulines. Chronologiquement, la recombinaison concerne 
d’abord la chaîne β du TCR; si cette première étape est fructueuse, le LT effectue celle du 
gène codant pour la chaîne α du TCR. La « qualité » de l’édifice est contrôlée par le 
processus des sélections thymiques (cf. infra). 
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Figure 5 : Composition et stabilité du complexe TCR/CD3. 
 
A - Un complexe TCR/CD3 se compose  d’un ensemble TCR αβ, d’une hétérodimère δε, d’un hétérodimère γε ainsi 
que d’un homodimère ζζ. Les ITAM des chaînes qui en comportent sont représentés en gris. 
B – La charge des chaînes latérale des acides aminés transmembranaires des différentes chaînes (représentée en rouge 
ou bleu) explique l’association stable du complexe TCR/CD3. Chacun des résidus chargés positivement du domaine 
transmembranaire des chaînes α ou β du TCR permet l’association distincte et spécifique avec un dimère de 
composants du CD3 : la Lysine (K) de la chaîne α permet l’association au dimère δε, l’Arginine (R) de cette même 
chaîne permet l’association au dimère ζζ tandis que la Lysine de la chaîne β permet l’association au dimère γε. 
 















Dans leur configuration germinale, les gènes codant pour les chaînes α et β du TCR 
comportent des groupes de segments V (variable), D (diversité, pour la chaîne β seulement), J 
(jonctionnel) et C (constant) : c’est la combinaison aléatoire entre les segments V, (D), J et C 
qui détermine l’unicité du TCR (Figure 6) ; cette recombinaison est assuré par un complexe 
enzymatique nommée recombinase (Nikolich-Zugich et al., 2004). 
Plus précisément, la recombinaison passe par un clivage opéré au niveau de sites de 
reconnaissance, suivi de l’excision de nucléotides. La ligation est précédée par l’ajout de 
quelques nucléotides par la Terminal Deoxynucléotide Transferase (TdT) (diversité N). 
L’ensemble de ces mécanismes confère au répertoire T une grande étendue. En contrepartie, 
un grand nombre de réarrangements s’avèrent non fonctionnels et conduisent à la mort des 
cellules au sein desquels ils s’opèrent (cf. infra). 
 
2.2. Conséquences de l’engagement des TCR sur la biologie des lymphocytes 
T : 
2.2.1. Education et sélection des LT :  
 
L’engagement des TCR est indispensable à la survie des progéniteurs des lymphocytes ou 
thymocytes lors de leur maturation dans le thymus (Figure 7). Ces étapes permettent de 
s’assurer que la recombinaison somatique a produit un TCR correct. Les différentes étapes de 
la maturation des thymocytes peuvent être suivies par l’étude du niveau d’expression d’un 
certain nombre de marqueurs de surface, tels le CD4 et le CD8 On distingue ainsi des 
thymocytes Doubles Négatifs (DN), Doubles Positifs (DP) et Simples Positifs (SP). Une 
classification plus précise des DN est obtenue à l’aide de l’expression des marqueurs CD25 et 
CD44 (Figure 7). Lorsque les thymocytes, jusque là DN, expriment un TCR composé des 
chaînes α et β, ils deviennent DP : les sélections s’opèrent alors.  
En premier lieu, une sélection dite positive s’opère dans le cortex thymique : les 
thymocytes DP capables d’interagir avec les complexes peptide-CMH présentés par les 
Cellules Epithéliales Corticales Thymiques (cTEC) reçoivent un signal de survie (Bousso et al 
2002) et entament une migration vers la medulla thymique. Les autres meurent par 
négligence. 
Les thymocytes ayant atteint la medulla thymique subissent alors le processus de sélection 








Figure 6 : Schéma explicatif du mode de recombinaison du TCR. 
 
A - Le locus de la chaîne α du TCR comporte  de nombreux segments codant pour la région variable (Vα) ainsi 
que la région Jonctionnelle (Jα) entre région variable et région constante (Cα). L’organisation du locus de la 
chaîne β du TCR est similaire, avec en plus des segments Dβ (Diversité). 
B – La recombinaison somatique consiste en l’excision de certains segments suivie de l’aboutement des régions 
flanquantes : la mise bout-à-bout aléatoire d’un segment V  (avec un segment D pour la chaîne β) avec un 
segment J et un segment C permet de générer de nombreuses combinaisons possibles pour chaque chaîne du 
TCR. Les régions N, qui sont générées au cours du processus de recombinaison, ajoutent à la diversité possible. 
Les CDR de chaque chaîne sont localisés (trait noir). 
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cellules dendritiques issues de la moelle osseuse. Ces populations cellulaires présentent à leur 
surface, en association avec leur CMH, des peptides issus de protéines présentes dans tout 
l’organisme. Les thymocytes dont les TCR interagissent avec une trop forte affinité avec ces 
peptides subissent une anergie ou entrent en apoptose. Les thymocytes dont les TCR s’avèrent 
« moyennement » affins pour ces complexes peuvent gagner la périphérie : ce sont dès lors 
des lymphocytes T naïfs CD4+ ou CD8+. 
Les processus de sélection permettent de s’assurer de la fonctionnalité et de l’innocuité 
des TCR générés lors de la recombinaison somatique. Plus précisément, la sélection positive 
constitue un premier filtre permettant de ne retenir que les thymocytes ayant généré un TCR 
fonctionnel. La sélection négative, quant à elle, permet d’inactiver voire d’éliminer les 
thymocytes dont les TCR reconnaissent avec une trop forte affinité des peptides issus du soi, 
ce qui rend ces cellules potentiellement auto-réactives et donc dangereuses. Ce dernier 
processus n’est toutefois pas d’une efficacité absolue : des mécanismes assurant la tolérance 
en périphérie permettent d’y suppléer. 
 
2.2.2. Mise en place de la réponse immunitaire adaptative : 
 
La reconnaissance d’un peptide antigénique par les TCR des lymphocytes T CD4+ est 
indispensable à la mise en place d’une réponse immunitaire adaptative. Suite à l’engagement 
de leur TCR dans le contexte d’une bonne costimulation par les CPA (e.g. engagement du 
CD28 exprimé par les LT par le CD80 ou le CD86 exprimé par la CPA), les LT amorcent une 
prolifération et une différenciation en LT auxiliaires (helpers). Suivant la nature du pathogène 
ainsi du contexte, plusieurs profils de différenciation sont possibles : TH1, TH2, TH17. Quel 
que soit le profil d’orientation, les LT auxiliaires permettent la prolifération et l’activation des 
types cellulaires effecteurs capables de détruire le pathogène à l’origine de la stimulation. 
 
2.2.3. LT cytotoxiques et lyse cellulaire 
 
Suite à leur activation par des CPA et des LT auxiliaires, les LT CD8+ se différencient en 
LT cytotoxiques. Ceux-ci peuvent, en réponse à la reconnaissance du peptide antigénique à 
l’origine de leur activation, induire la lyse cellulaire des cellules présentant ce peptide. Notons 
que dans ce contexte, l’engagement du TCR est crucial. Il a par ailleurs été montré que 
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Figure 7 : Chronologie des événements se déroulant durant l’éducation thymique des LT. 
 
Les différents stades de maturation des thymocytes sont marqués par l’évolution de l’expression 
de plusieurs marqueurs de surface : l’expression du CD4 et du CD8 permet une première classification en 
thymocytes Doubles Négatifs (DN), Doubles positifs (DP) et Simples Positifs (SP). Parmi les DN, 
l’expression de CD25 et de CD44 permet d’établir une chronologie plus fine : on distingue ainsi quatre 
stades DN notés DN1 à DN4. 
Le TCR des thymocytes est généré par recombinaison somatique des gènes codant pour les deux chaînes 
composant le TCR : la chaîne β subit la recombinaison en premier : si son association avec la chaîne pTα 
(l’ensemble formant le pré-TCR) est correcte (sélection β), la recombinaison du gène de la chaîne α est 
initiée ; les thymocytes exprimant un TCR mature deviennent doubles positifs et peuvent alors subir les 
sélections positive et négative. Les cellules non délétées (lymphocytes T matures naïfs) quittent le thymus. 
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 déclencher la mise à mort de la cible (Irvine et al., 2002; Purbhoo et al., 2004; Sykulev et al., 
1996) : cette donnée souligne la sensibilité de la reconnaissance effectuée par le TCR. 
 
2.3. Le TCR, récepteur-clé du système immunitaire : 
 
A la lumière de ces données, le TCR apparaît comme un récepteur dont la diversité est 
obtenue par un mécanisme original de recombinaison jouant sur un nombre immense de 
combinaisons possibles. Le TCR n’est qu’un module de reconnaissance ;  pour être 
fonctionnel, il doit être couplé aux chaînes du CD3, ce complexe étant indispensable au bon 
développement et aux fonctions des LT αβ. L’engagement du TCR avec un complexe 
peptide-CMH est un événement prépondérant dans la physiologie du LT et qui est 
intensément étudié. 
 
3. Engagement des TCR et signalisation 
 
L’étude des caractéristiques de l’interaction entre TCR et complexes peptide-CMH est une 
étape nécessaire à la compréhension des mécanismes conduisant à l’activation des LT. 
Toutefois, il semble nécessaire de garder à l’esprit que ces études très fines se veulent 
simplificatrices : le TCR ainsi que les complexes peptide-CMH, normalement membranaires, 
se retrouvent sous forme solubilisée et le rôle de toutes les autres molécules de surface (qui 
modifient l’interaction due uniquement au TCR) est négligé. Ces conditions de travail 
appellent à une certaine critique lorsque l’on souhaite transposer les résultats obtenus à leur 
contexte physiologique. 
Au cours de ce chapitre, quelques données importantes dans l’étude du TCR seront 






3.1. Caractéristiques de l’interaction entre TCR et complexes peptide-CMH : 
3.1.1. Données thermodynamiques : 
 
Ces données ont été obtenues par l’étude de molécules solubilisées, soit par résonance 
plasmonique de surface (technique permettant l’étude des caractéristiques de liaison entre un 
ligand, en phase liquide et son récepteur fixé sur un support), soit par compétition entre des 
ligands marqués radioactivement et des ligands froids. Les données obtenues montrent une 
constante de dissociation de l’ordre de 10-3 à 10-6 M, ce qui est une valeur élevée (qui 
témoigne donc d’une faible affinité) si on la compare à celle d’autres réactions biologiques 
(e.g. interaction anticorps-antigène) (Matsui et al., 1991). 
Certains auteurs ont modifié la séquence peptidique des épitopes présentés par le CMH : 
cette approche dite par ligands altérés s’est révélée très instructive : elle a permis de corréler 
la notion d’affinité aux réponses biologiques observées sur des LT. Il a ainsi mis en évidence 
que certains ligands altérés s’avèrent antagonistes (De Magistris et al., 1992) tandis que 
d’autres ne peuvent activer qu’une partie des fonctions biologiques des LT (production de 
cytokines mais pas de prolifération par exemple ) (Bluestone et al., 1992; Evavold and Allen, 
1991). 
3.1.2. Données cristallographiques et conformationnelles : 
 
La cristallisation des TCR couplés à un complexe peptide-CMH (pCMH) a permis 
d’élucider le détail de la structure du TCR lors de sa liaison au complexe peptide-CMH 
(Garboczi et al., 1996; Garcia et al., 1996). Les principales caractéristiques de cette liaison 
consistent en un contact légèrement en diagonale des acteurs ; une liaison des CDR1 et CDR2 
au CMH tandis que le CDR3 se lie au peptide antigénique.  
Néanmoins, cette approche n’a pas permis de distinguer de différence notable dans le 
mode de liaison d’un TCR donné à un peptide agoniste, agoniste partiel ou à un antagoniste, 
ni d’identifier de changement conformationnel stable du TCR, bien que l’existence de 
déformations transitoires pendant le processus de liaison ne puisse être exclue. De plus, une 
telle approche ne tient pas compte du rôle des corécepteurs (CD4 ou CD8) qui en se liant dans 
le même temps que le TCR au CMH, modifie l’avidité de ce dernier pour le TCR. 
D’autre part, le complexe pCMH est peu déformable par lui-même ; par ailleurs, certains 
constituants du complexe TCR-CD3, tel le CD3ε, subissent après activation une modification 
pouvant être détectée par des anticorps monoclonaux (Gil et al., 2002). De telles données ainsi 
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que les mesures de la  ∆cp (variation de la chaleur massique) des TCR , qui traduit leur 
capacité à se déformer, ont conduit à imaginer une interaction entre TCR et les complexes 
peptides-CMH en deux temps : une première étape permettrait l’interaction entre les CDR1 et 
2 avec le CMH ; par la suite, la capacité de déformation du CDR3 (ainsi que d’autres 
paramètres d’ordre cinétique, cf. infra) déterminerait la qualité de son interaction avec le 
peptide antigénique : le TCR, le cas échéant, subirait des modifications conformationnelles 
qui constitueraient le début de la transduction du signal. 
 
3.1.3. Données cinétiques : 
 
L’emploi de la résonance plasmonique de surface a permis de compléter la compréhension 
de l’interaction entre TCR et pCMH en fournissant des données cinétiques relatives à cette 
interaction telles que les constantes d’association et de dissociation des complexes. Il a été 
ainsi découvert que le temps de demi-vie des complexes conditionne la qualité de 
l’interaction : les agonistes partiels déterminent une interaction relativement courte dans le 
temps tandis que les antagonistes forment un complexe stable dans le temps. Les peptides 
agonistes permettraient une interaction dont la demi-vie, de durée intermédiaire, assurerait 
une transduction optimale du signal (Kalergis et al., 2001). 
 
3.2. Modèles actuels décrivant l’engagement des TCR 
 
Divers modèles sont évoqués pour expliquer l’activation des LT : chacun de ces modèles 
se focalise sur quelques faits expérimentaux qu’il explique avec précision. Il en résulte que les 
divers modèles actuels ne sont pas mutuellement exclusifs : certains aspects peuvent en effet 
se compléter. Seuls quelques modèles parmi les plus représentatifs sont ici présentés. 
3.2.1. Kinetic segregation 
 
Ce modèle, présenté par Davis and Van der Merwe en 1996, se base sur la taille du 
TCR et des autres molécules accessoires, relativement faible si on la compare à celle d’autres 












































Figure 8 : Modalités de l’activation d’un LT suivant le modèle du « kinetic segregation ».  
 
A – En l’absence d’interaction, des molécules « activatrices » comme les kinases associées au TCR (en rouge, e.g. Lck) 
face interne de la membrane plasmique sont dispersées au milieu de phosphatases (en bleu, e.g. CD45). La résultante en 
terme phosphorylation (en jaune) et donc de signal transduit est nulle. 
B – La rencontre avec une CPA et son apposition intime permet sur le site de contact l’exclusion des phosphatases (qui 
sont des glycoprotéines de grande taille). 
C – L’interaction entre le TCR et le peptide antigénique éventuellement présenté par la CPA permet le rapprochement 
des kinases et de leurs substrats ainsi que la phosphorylation des sites ITAM, sans action possible des phosphatases. 
D – La résultante en terme de phosphorylation est positive : le signal transduit permet l’activation du LT. 
 










entre l’activité enzymatique et la taille des molécules en question (Figure 8). L’engagement 
du TCR et des molécules accessoires permet un rapprochement des membranes du LT et de la 
CPA. Ce rapprochement résulte en l’exclusion par répulsion stérique des grandes 
phosphatases : la zone de contact se trouve donc localement enrichie en molécules 
membranaires associées à des activités de protéines kinases, ce qui permet l’activation 
proximale du LT (Davis and van der Merwe, 2006). 
Ce modèle explique aisément l’importance des temps de demi-vie des complexes TCR-
pCMH : il est en effet nécessaire d’avoir une interaction relativement durable pour permettre 
le rapprochement des membranes, l’exclusion des grandes phosphatases et la phosphorylation 
des acteurs proximaux. Il ne propose toutefois rien en ce qui concerne le devenir des TCR une 
fois engagés et ne prévoit pas le rôle des corécepteurs CD4 et CD8. 
 
3.2.2. Valence du TCR, oligomérisation et microclusters : 
 
La question de la valence du TCR reste l’objet de débats contradictoires. Le fait que des 
anticorps dirigés contre le CD3 puissent activer des LT en provoquant un pontage des TCR 
semble à première vue indiquer la nécessité d’une oligomérisation de TCR en vue de 
l’activation des LT. 
L’observation plus récente qu’un seul complexe peptide-CMH suffit à une réaction des 
LTc ou des LT CD4+ (Irvine et al., 2002; Purbhoo et al., 2004; Sykulev et al., 1996) remet en 
cause cette hypothèse. 
L’observation de l’organisation de TCR et autres composants de signalisation en 
microclusters (Varma et al., 2006; Yokosuka et al., 2005), de même que la purification de 
TCR multimériques, (Alarcon et al., 2006; Schamel et al., 2005; Schamel et al., 2006) ) 
pourrait en revanche soutenir la première hypothèse. Ces dernières approches ne précisent pas 
la nature biochimique des interactions entre TCR, ni le rôle que cette oligomérisation pourrait 
jouer dans l’activation des LT. 
 
3.2.3. Engagement en série, hétérodimérisation : 
 
Un autre fait biologique ayant marqué les chercheurs concerne la disponibilité en peptides 
antigéniques d’une spécificité donnée sur une même CPA : les CPA étant capables de 
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Figure 9 : Activation du TCR suivant le modèle de l’hétérodimérisation. 
 
Le modèle de l’hétérodimérisation propose une explication à l’activation d’un LT par un 
faible nombre de complexes peptide-CMH exposés par une CPA. Les co-récepteurs (CD4 dans 
l’exemple) à proximité d’un TCR ayant reconnu un peptide agoniste (TCR1) peuvent phosphoryler 
un TCR n’ayant pas été engagé (TCR2), ce qui permet une amplification du signal d’activation en 
présence de peu de peptides agonistes. 
 
D’après (Purbhoo et al., 2004) 
TCR 1 
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-il être activé par le faible nombre de copies présentes du peptide qu’il est capable de 
reconnaître ? Une réponse est fournie par le modèle de l’engagement en série (Valitutti et al., 
1995b) qui postule que quelques-uns de ces peptides suffisent à activer de nombreux TCR 
présents sur le LT : les TCR sont acheminés jusqu’au site de contact, activés puis internalisés 
en vue d’être dégradés.  
Le modèle de l’hétérodimérisation (Krogsgaard and Davis, 2005) complète le précédent 
en explicitant le rôle des corécepteurs : lorsqu’un TCR d’un LT est engagé par un complexe 
peptide-CMH dont il est spécifique, le corécepteur (CD4 ou CD8) présent en surface du LT 
participe à l’interaction en se liant lui aussi au CMH, renforçant ainsi l’avidité du complexe : 
le corécepteur active par ailleurs des kinases de la famille des Src qui phosphorylent les 
ITAM des composants du CD3, initiant ainsi la transduction du signal (Figure 9). Les 
complexes peptide-CMH non spécifiques du LT, en se rassemblant sur le site de l’interaction, 
lient transitoirement les TCR sans donner des interactions « productives » per se. En 
revanche, les corécepeurs engagés aux côtés d’un TCR subissant une interaction productive 
peuvent phosphoryler les TCR « voisins » et ainsi amplifier le signal initial, rendant possible 
l’activation d’un LT par très peu de peptides dont il est spécifique. 
 
3.2.4. Kinetic proofreading 
 
Ce modèle s’appuie sur l’observation que l’interaction entre LT et CPA ne résulte en 
l’activation du LT qu’après plusieurs heures de signalisation du côté du LT. Il postule que la 
transduction du signal suite à l’engagement du TCR passe par une suite de réactions 
réversibles, avant de permettre une réaction irréversible : il faut donc du temps avant 
d’atteindre ce seuil d’irréversibilité (McKeithan, 1995). 
 
3.3. Engagement des TCR et activation des lymphocytes T 
 
En aval des acteurs proximaux, qui sont activés suite à l’engagement du TCR, on peut 
distinguer schématiquement quatre voies de signalisation. Néanmoins, ces voies, qui font 
intervenir des acteurs distincts, se régulent mutuellement de façon très étroite. La signalisation 
qui fait suite à l’engagement du TCR permet une pleine activation des LT en permettant leur 
prolifération, leur différenciation, la production de cytokines voire de matériels spécifiques 
tels les granules lytiques des LTc (Figure 10). 
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3.3.1. Acteurs proximaux 
 
Ces événements rapides suivent l’engagement du TCR : ils consistent essentiellement en 
l’activation des kinases associées aux co-récepteurs (Figure 10). Ces kinases phosphorylent 
les ITAM du complexe TCR/CD3, ce qui fait de ces derniers des sites de reconnaissance pour 
des protéines adaptatrices qui permettent la diversification du signal. 
Les protéines kinase de la famille Src (Sarcome de Roux) sont au nombre de neuf ; Lck et Fyn 
sont exprimées chez les lymphocytes T. Lck est associée aux co-récepteurs CD4 et CD8. 
Lorsque le LT est au repos, Lck est maintenue dans un état inactif par une phosphorylation sur 
la Tyrosine 505. Ce dernier site est déphosphorylé au moment de la rencontre avec la CPA par 
la phosphatase CD45. L’activation résultante de Lck permet la phosphorylation des ITAM du 
complexe TCR/CD3.  
La phosphorylation des ITAM permet le recrutement de protéines adaptatrices comportant 
des domaines SH2 (Src Homology domain 2), telle ZAP-70. Cette dernière, une fois 
phosphorylée par Lck, va recruter et activer des protéines adaptatrices telles que LAT (Linker 
for T cell Activation), SLP-76 (SH2-containing Leukocytes protein of 76 kDa) qui en recrutant 
des protéines supplémentaires, initient ainsi la signalisation par les quatre principales voies. A 
noter que l’engagement des molécules de costimulation (e.g. CD28) renforce l’activation de 
ces voies (Figure 10). 
 
3.3.2. Diversification du signal : les principales voies de signalisation : 
 
On peut distinguer quatre voies principales activées en aval du TCR : la voie calcique, la 
voie des MAP Kinases, la voie de la PKC-θ et celle de la PI3K (Figure 10). Ces voies 
conduisent à des événements spécifiques mais contribuent toutes à la prolifération des LT par 
l’activation de facteurs de transcription. En outre, certains acteurs, qui ont un rôle dans deux 
ou plusieurs voies, contribuent à la régulation réciproque de ces voies. Les acteurs de ces 




3.3.2.1. La PLCγ1 : 
 
La PhosphoLipase γ existe sous deux isoformes : la PLCγ1, qui possède une expression 
réduite aux cellules du lignage hématopoïétique, est la forme majoritairement exprimée par 
les LT. Suite à l’engagagement du TCR, la PLCγ1 est recrutée par LAT et activée : elle 
hydrolyse alors le PIP2 (PhosphatidylInositol 4,5-bisPhosphate) en IP3 (Inositol 1,4,5-
triPhosphate) et en diacyglycérol (DAG) : la génération de ces seconds messagers est un 
prélude à la mise en place des voies de transduction du signal. 
 
3.3.2.2. La voie calcique : 
 
L’IP3 produit suite à l’engagement du TCR (cf. supra) se fixe sur des récepteurs à l’IP3 
(IP3R) présents sur la face cytoplasmique du Réticulum Endoplasmique (RE). Il en résulte 
une ouverture des canaux calciques du RE et une augmentation de la concentration en Ca2+ 
intracellulaire ([Ca2+]i) : cette élévation, bien que transitoire, suffit à l’ouverture des canaux 
calciques CRAC (Calcium Release Activated Calcium channels) situés sur la membrane 
plasmique (Zweifach and Lewis, 1993) . L’afflux de Ca2+ l’origine extracellulaire résultant 
conduit à une augmentation forte et durable de [Ca2+]i. Cette augmentation de [Ca2+]i 
constitue un « signal d’arrêt » permettant l’arrêt de la migration du LT et sa correcte 
activation par la CPA (Negulescu et al., 1996). 
Le calcium peut se fixer sur la Calmoduline qui active une phosphatase nommée 
Calcineurine. Cette dernière déphosphoryle le facteur de transcription NFAT (Nuclear Factor 
for Activated T cells), qui est transloqué dans le noyau, et stimule la synthèse d’IL-2, ce qui  
contribue ainsi à l’activation de la cellule. Il est important de noter que la synthèse des 
cytokines nécessite le maintien dans le temps d’une forte [Ca2+]i, sans quoi NFAT est exporté 
hors du noyau (Timmerman et al., 1996), ce qui interrompt l’expression de l’IL-2 (Valitutti et 
al., 1995a).  
 
3.3.2.3. La voie de la PKC θ : 
 
La PKC θ est la seule isoforme de la PKC qui soit recrutée sur le site de contact entre LT 
et CPA (Monks et al., 1998). Son recrutement ainsi que son activation sont dus au DAG ainsi 






































































Figure 10 : Voies de signalisation activées suivant l’engagement du TCR. 
 
L’engagement du TCR par son peptide agoniste permet l’activation de molécules dites acteurs 
proximaux puis en une diversification du signal par l’activation de  plusieurs voies de signalisation que 
l’on peut schématiquement regrouper en 4 voies : la voies des MAPK (vert), la voie calcique (rose), la 
voie de la PI3K (bleu) et la voie de la PKCθ (orange). Ces voies permettent d’activer des facteurs de 
transcription (tels que AP-1, NF-κB ou NFAT) qui permettent l’activation et la différenciation des LT. 
phosphoryle 
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les ubiquitine-ligases et sa dégradation subséquente par le protéasome (Isakov and Altman, 
2002). L’élimination de IκB permet de révéler le signal de localisation nucléaire de NF-κB, 
ce qui résulte en sa translocation dans le noyau et la transcription de gènes. 
 
3.3.2.4. La voie des MAP kinases :  
 
L’engagement du TCR permet le recrutement de Grb2/Sos à la membrane plasmique. Il en 
résulte l’activation de la GTPase Ras. Cette dernière active Raf-1, une MAPKKK (Mitogen  
Activated Protein Kinase Kinase Kinase). S’ensuit une cascade de phosphorylations : Raf-1 
active Mek (MAPKK ou Mitogen Activated Protein Kinase Kinase), qui active Erk1/2 
(MAPK ou Mitogen Activated Protein Kinase). Erk1/2 peuvent gagner le noyau et 
phosphoryler divers facteurs de transcription ; ce qui aboutit à la l’activation de c-Fos.  
En parallèle, une cascade d’activations impliquant la GTPase Rac conduit à la 
phosphorylation de JNK et de c-Jun. Ce dernier, en s’associant à c-Fos, forme le facteur de 
transcription AP-1. 
 
3.3.2.5. La voie de la PI3K :  
 
La PI3K est recrutée à la membrane plasmique suite à l’engagement du TCR. Cette 
enzyme permet la phosphorylation des phosphatidylinositides membranaires sur la position 3’ 
du cycle inositol. Les produits de cette réaction permettent le recrutement au niveau de la 
membrane plasmique d’acteurs possédant un domaine PH (Plekstrin Homology), lesquels 
contribuent à la survie cellulaire et au remodelage du cytosquelette d’actine.  
 
4. La synapse immunologique, les synapses immunologiques 
4.1. Notion de synapse 
 
C’est en 1984 que Norcross (Norcross, 1984) postule une base synaptique pour la 
communication entre cellules du système immunitaire. La notion de synapse, fondée par 
analogie avec la synapse neuronale, implique l’idée d’un transfert d’information  et celle 





Figure 11 : visualisation de la synapse immunologique 
 
Images de microscopie confocale montrant l’agrégation de récepteurs de surface du 
LT formant une synapse immunologique sur le site de contact avec une CPA (image c). Ces 
récepteurs forment un SMAC (SupraMolecular Activation Cluster, image f), organisé en 
structure centrale ou cSMAC où l’on retrouve les TCR (rouge, images b et e) et en un 
anneau périphérique ou pSMAC enrichi en molécules d’adhésion telle l’intégrine LFA-1 (a 
et d). 
 
D’après Grakoui et al., 1999 
TCR LFA-1 Transmission  
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4.2. La synapse immunologique 
 
Il a fallu attendre 1998 pour que les progrès techniques en imagerie cellulaire permettent 
la visualisation directe d’une structure tridimensionnelle à l’interface entre un LT et une CPA 
(Grakoui et al., 1999; Monks et al., 1998). La structure identifiée consiste en une agrégation 
de molécules de surface, parmi lesquelles les TCR et des molécules d’adhésion comme LFA-
1 (Figure 11) : cette structure possède une organisation spatiale précise : les TCR sont 
localisés dans la zone centrale de la zone de contact tandis que LFA-1 forme un anneau 
périphérique à la structure précédente. L’ensemble de la structure est nommé Supra 
Molecular Activation Cluster (SMAC), organisé en une zone centrale (cSMAC, enrichi en 
TCR) et une zone périphérique (pSMAC, enrichi en molécules d’adhésion). Cette 
morphologie de Synapse Immunologique (SI) sera désignée plus loin dans le texte comme SI 
monocentrique mature. 
 
4.3. Pluralité des structures et plasticité des synapses immunologiques 
 
L’enthousiasme suscité par la mise en évidence d’une structure de communication entre le 
LT et la CPA a rapidement conduit à la multiplication des travaux portant sur le sujet. Il a 
rapidement été rapporté diverses morphologies pour les SI selon la nature de la CPA, 
l’intensité de la stimulation antigénique et le type de LT mis en jeu. L’idée d’une synapse 
immunologique a ainsi laissé la place à celle de synapses immunologiques (Trautmann and 
Valitutti, 2003), la définition du terme étant élargie pour désigner « toute structure de 
communication entre cellules du système immunitaire » . 
Une classification des SI fondée sur une base morphologique a ainsi émergé. Celle-ci ne 
doit pas être comprise comme un absolu mais comme une illustration de la diversité des 
structures observables. Quelques exemples sont ici présentés : 
4.4. SI monocentrique mature 
 
La structure qui fut la première identifiée est définie comme la SI monocentrique mature. 
On l’observe généralement lorsque les LT établissent un contact avec un LB transformé par le 
virus d’Epstein-Barr (EBV) qui joue le rôle de CPA et lorsque ce dernier présente une forte 
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concentration de peptide antigénique ; cette structure tout d’abord considérée comme le 
prototype de la synapse immunologique est maintenant envisagée par certains comme une 
structure artificielle peu représentative de ce qui est observé dans un contexte in vivo.  
 
4.4.1. SI immature 
 
Cette SI se caractérise par une absence d’enrichissement visible en TCR sur le site de 
contact. Seul un léger enrichissement en molécules d’adhésion est observable. Cette structure 
peut être mise en évidence dans divers contextes : 
− Contact très récent entre un LT et une CPA présentant le peptide antigénique : la 
structure évolue alors en quelques minutes pour donner une SI monocentrique mature 
− Contact entre un LT et une CPA ne présentant pas le peptide antigénique. La structure 
n’évolue pas et le contact est alors rapidement rompu. 
− Contact entre un LTc activé et une cellule-cible : la mise à mort peut ainsi se produire 
en l’absence de structure visible ((Faroudi et al., 2003; Purbhoo et al., 2004; 
Wiedemann et al., 2006). 
 
4.4.2. Synapse sécrétrice 
 
Cette structure accompagne la fonction effectrice des LTc et des cellules NK, à savoir la 
polarisation, l’adhésion entre cellules et la sécrétion de facteurs hydrosolubles ; les 
mécanismes concourant à sa formation sont semblables à ceux mis en jeu dans le cas de la SI 
monocentrique mature ; toutefois, il est intéressant de noter la présence d’un domaine de 
sécrétion adjacent à la zone de signalisation centrale. L’appareil sécrétoire converge vers cette 
zone par le jeu du réseau des microtubules et permet l’exocytose des granules lytiques (cf 
infra) (Stinchcombe et al., 2001). 
Une synapse de morphologie similaire est observable avec des LTH et permet la sécrétion 
orientée d’interleukines (IL) 2 ou 4 lors de leur interaction avec des LB. Il a été envisagé que 
l’anneau formé par le SMAC distal « scellerait » la jonction pour éviter la fuite de molécules 




4.4.3. Synapse multicentrique et partiellement organisée 
 
Ce type de synapse est établi entre les thymocytes et les cellules épithéliales thymiques : 
un thymocyte établit simultanément plusieurs contacts avec les cellules environnantes. Ces 
synapses sont incomplètement ségrégées, montrant une accumulation de TCR et de LFA-1 
sans différenciation en cSMAC ni pSMAC. Ces contacts permettent l’activation du TCR et la 
transduction du signal, comme en témoignent l’activation de ZAP-70, la phosphorylation de 
Tyr, l’influx de calcium et la production d’IFN γ (Bousso et al., 2002). 
 
4.5. Fonctions des synapses immunologiques : 
4.5.1. SI et sélection thymique 
 
L’engagement du TCR au cours du développement thymique des futurs LT est crucial 
pour déterminer la survie ou la mort des ces cellules (cf. supra). Il a été observé que les 
thymocytes établissent des contacts multifocaux avec les cellules épithéliales thymiques (cf. 
supra). (Bousso et al., 2002; Hailman et al., 2002). 
 
4.5.2. Production d’un signal durable pour l’activation de cellules : 
 
La pleine activation d’un lymphocyte T nécessite le maintien d’une signalisation pendant 
plusieurs heures (Goldsmith and Weiss, 1988). La concentration de molécules de signalisation 
sur le site de la SI pourrait ainsi permettre le maintien de l’activité de transduction. 
 
4.5.3. Modulation du signal transduit et dégradation des TCR : 
 
L’introduction de la notion de synapse immunologique a suscité un énorme intérêt parmi 
la communauté scientifique. Il a été postulé que cette structure est nécessaire à l’engagement 
des TCR (Shaw and Dustin, 1997), ce qui a été infirmé par la suite (Delon et Germain, 2000). 
On a de même pensé que la formation de la SI était nécessaire à l’initiation de la transduction 
du signal suite à l’engagement des TCR : l’observation d’une forte activité de transduction 
précédant la formation d’une SI stable a périmé cette hypothèse (Lee et al., 2003).  
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Certains arguments montrent que, loin des premières hypothèses concernant la SI, cette 
structure et plus précisément le cSMAC constituerait le site d’endocytose et dégradation des 
TCR. Sur un lymphocyte T en l’absence de stimulation, les TCR effectuent des cycles 
d’endocytose/exocytose entre la membrane et des compartiments vésiculaires (Liu et al., 
2000). Lors de l’activation du LT par une CPA présentant des peptides agonistes, on observe 
une très forte diminution de l’expression membranaire des TCR (Valitutti et al., 1995b). Ce 
phénomène est dû à l’endocytose massive des TCR qui ont été engagés et dont les ITAM ont 
été phosphorylés. Ces TCR sont ubiquitinylés (par l’ubiquitine ligase Cbl-b) et adressés aux 
lysosomes où ils sont finalement dégradés. Des observations en microscopie confocale ont 
révélé que l’intensité de signalisation est très fortement atténuée au niveau du c-SMAC (Lee 
et al., 2003) et que des marqueurs de dégradation s’y accumulent (Varma et al., 2006; 
Yokosuka et al., 2005) ; le c-SMAC pourrait ainsi constituer le lieu de dégradation des TCR 
et de modulation du signal d’activation.  
 
4.5.4. Sécrétion polarisée de facteurs hydrosolubles 
 
L’observation de la structure d’une synapse sécrétrice formée entre LTc et cellule-cible 
(Stinchcombe et al., 2001) a appuyé l’idée selon laquelle la synapse immunologique, en 
permettant l’apposition intime de deux cellules du système immunitaire, permet la 
transmission efficace de signaux entre les partenaires : le faible volume de la zone de 
sécrétion ainsi que la présence en périphérie de cette zone d’un « anneau » de molécules 
d’adhésion de grande taille permettrait de « sceller » la synapse afin d’assurer qu’une 
concentration optimale en médiateurs parvienne à la cellule-cible et que ce signal ne soit reçu 
que par cette dernière. La nature de ce signal est variable : signal de mort dans le cas des LTc, 
signal cytokinique pour les LT auxiliaires. 
Des données plus récentes (Huse et al., 2006) complètent et appuient cette idée en 
montrant que les LT emploient deux voies de sécrétion distinctes selon la nature des 
médiateurs relargués : d’une part, la sécrétion de certaines cytokines (e.g. IL-2, IFN-γ) est 
polarisée au moyen de la SI, ce qui assure la transmission spécifique d’un signal tandis que 
d’autres (e.g. TNF, chimiokines) sont relarguées de façon non polarisée, ce qui permet un 
recrutement massif de cellules du système immunitaire. 
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4.5.5. Prélude à une division assymétrique  
 
La formation d’une synapse immunologique suppose une réorganisation de la polarité des 
LT ainsi que le recrutement massif de molécules de surface en un point précis de la cellule. 
Cette polarisation est contrôlée par des protéines à domaine PDZ (Post-synaptic Density 95, 
Disc Large, Zonula Occludens), telles Sribble ou Dlg (Ludford-Menting et al., 2005). Un 
rapport récent mentionne que des LT (Chang et al., 2007) isolés suite à la formation d’une 
synapse immunologique et initiant une prolifération subissent une division assymétrique, ce 
qui signifie que les deux cellules-filles ne reçoivent pas une quantité équivalente de matériel 
cellulaire, notamment de molécules associées à la signalisation (CD8, CD3) ou à l’adhésion 
(LFA-1). La cellule-fille proximale à la synapse immunologique reçoit plus de matériel et 
poursuit des cycles de division tandis que la cellule-fille distale à la SI ne prolifère pas, 
constituant un support potentiel pour la mémoire immunitaire (Chang et al., 2007). Ce 
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1. Introduction  
 
L’activation des lymphocytes T par des ligands antigéniques présentés en surface de 
cellules présentatrices d’antigènes est un événement central dans la mise en place d’une 
réponse immunitaire adaptative. Une caractéristique originale de l’activation des lymphocytes 
T réside dans le fait qu’en dépit de la spécificité de la reconnaissance antigénique, qui est 
assurée par l’interaction entre récepteur à l’antigène (TCR) et complexe peptide-CMH, le 
devenir de l’interaction entre LT et CPA dépend de l’intégration de signaux provenant du 
TCR et de molécules accessoires engagées au niveau de l’interface cellulaire. Ainsi, il se 
forme au cours de l’interaction entre LT et CPA au niveau de l’interface cellulaire une zone 
spécialisée au sein de laquelle de nombreuses molécules de surface sont engagées 
simultanément, conduisant à l’activation de voies de signalisation variées et interconnectées. 
Cette interface cellulaire (nommée synapse immunologique) se caractérise par rassemblement 
à grande échelle et l’organisation de molécules de surface et de composants de signalisation 
intra-cellulaire (Friedl and Storim, 2004; Trautmann and Valitutti, 2003).  
Bien que la structure de la synapse immunologique ait été étudiée en détails, les 
mécanismes moléculaires conduisant à la formation de la SI demeurent flous. En particulier la 
façon dont les TCR sont acheminés à la synapse immunologique pour y être engagés et 
activés par les complexes peptide-CMH est une question centrale et non résolue de la biologie 
des lymphocytes. 
Initialement, on pensait que les TCR possédaient une mobilité latérale réduite. Cette 
notion était basée sur des observations issues de deux études. Dans un premier travail, Sloan-
Lancaster et al. (Sloan-Lancaster et al., 1998) a montré que des protéines chimères chaîne 
ζ/CD25 marquées par la GFP et exprimées en surface de cellules HeLa possédaient une 
mobilité réduite, laquelle était mesurée par FRAP et FLIP.  
La seconde étude, publiée par Grakoui et al. (Grakoui et al., 1999) a montré l’absence de 
rapide retour de fluorescence de complexes peptide/CMH, marqués à la fluorescéine, au sein 
de la synapse immunologique mature formée entre LT et complexes peptide/CMH intégrés 
dans des bicouches lipidiques planes.  
Néanmoins, ces études ne se sont pas focalisées sur la mobilité des TCR durant le 
processus de reconnaissance antigénique. Tandis que la première a employé un récepteur 
chimérique qui ne reflète pas la structure physiologique multimérique du TCR. (Sloan-
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Lancaster et al., 1998), la seconde a simplement montré que des TCR engagés dans une 
synapse immunologique mature demeurent immobiles (Grakoui et al., 1999). 
Ces études s’avèrent par ailleurs difficilement réconciliables avec deux notions bien 
établies en matière d’activation des lymphocytes T: i) durant l’interaction dynamique et 
durable dans le temps avec une CPA, les TCR convergent sous forme de microclusters et 
s’accumulent dans la synapse immunologique et finissent par être dégradés (Lee et al., 2003), 
(Yokosuka et al., 2005); ii) lorsque des LT interagissent avec des CPA offrant une stimulation 
antigénique forte, environ 90% du nombre total de TCR sont internalisés (ce qui traduit leur 
engagement), ce qui implique que la majorité des TCR présents en surface devraient être 
mobiles. (Valitutti et al., 1995b).  
Au cours de travaux précédents, le laboratoire du Dr Valitutti a employé une lignée de 
cellules Jurkat déficientes en chaîne β du TCR et transfectées avec une chaîne β fusionnée à 
la GFP pour mesurer la mobilité latérale du TCR par FRAP. Les résultats apportés par cette 
étude ont démontré une mobilité des TCR en surface des LT (Favier et al., 2001). A l’aide 
d’une approche différente M. Krummel et col ont démontré la mobilité des TCR en surface de 
LT murins, mobilité qui augmente durant le processus de reconnaissance antigénique (Moss et 
al., 2002). 
Enfin, des travaux récents du laboratoire appuient la notion de mobilité des TCR en 
surface des LT. Il a été en effet montré que pour des LT auxiliaires CD4+ (Depoil et al., 2005) 
ainsi que des LT cytotoxiques CD8+ (LTc) (Wiedemann et al., 2006) stimulés par une dose 
optimale de peptide antigénique, un net enrichissement des TCR au niveau du site de contact 
LT/CPA est obtenu en 10-15 minutes.  
Considérés dans leur ensemble, ces résultats vont dans le sens d’une mobilité des TCR en 
surface des LT, ce qui rend possible un recrutement rapide vers la SI. 
 
2. Problématique et objectifs de travail : 
 
Le but de mon M2R a été de caractériser la mobilité des TCR présents sur des 
lymphocytes T humains normaux afin de définir les mécanismes permettant l’acheminement 
des TCR à la SI. A cette fin, j’ai employé la technique de FRAP sur des LT au repos ou 
stimulés par des ionophores (drogues provoquant une augmentation de la concentration 
intracellulaire en Ca2+ notée [Ca2+]i) ou par leur peptide antigénique. Les techniques de FRAP 
renseignent sur les paramètres de diffusion d’une molécule en étudiant le retour de 
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fluorescence, dû à la diffusion de la molécule d’intérêt marquée par un fluorochrome dans une 
région qui a été photoblanchie (par l’exposition à un laser de forte intensité).  
 
3. Matériels et méthodes 
3.1. Isolement et culture cellulaires : 
3.1.1. Purification de lymphocytes du sang périphérique humains : 
 
Les lymphocytes T ont été isolés à partir du sang de donneurs sains (Centre de 
Transfusion Sanguine, CHU Purpan, Toulouse). Brièvement, les PBMC ont été purifiés à 
partir du sang par centrifugation sur un gradient de Ficoll-Hypaque (Pharmacia Biotech, 
Sweden). Les lymphocytes T CD4+ ont été purifiés à l'aide du kit RosetteSep Kit (StemCell 
Technologies, Vancouver, Canada). La pureté des cellules purifiées a été évaluée par FACS 
(Facscan, Becton Dickinson) à l'aide d'Ac monoclonaux anti-CD4 marqués  par du FITC  
(clone RPA-T4, BD Pharmingen). La fraction CD4+ possédait une pureté d'environ 90%. 
Avant la réalisation d'expériences, la fraction CD4+ était cultivée dans du milieu RPMI 
complet (Gibco, Paisley, Scotland) complémenté avec 5% de sérum humain.  Au cours 
d'expériences parallèles, des lymphocytes T issus de sang de cordon (CBTL) ont été purifié à 
partir du sang de cordons ombilicaux (CHU Purpan, Toulouse) comme décrit plus haut.  
 
3.1.2. Expansion de LT : 
 
Dans certains cas, les CBTL ont été cultivés et multipliés durant 14 jours dans du RPMI 
1640 complémenté à l'aide de 5% sérum humain et d'IL-2 (150 IU/mL) : la multiplication des 
cellules a été obtenue à l'aide du kit Dynabeads CD3/CD28 T Cell Expander (Dynalbiotech, 
Oslo, Norway). Le rapport billes : cellules était de 1:1.  
 
3.1.3. Clone T et CPA 
 
Au cours d'expériences additionnelles, un clone humain de lymphocytes T CD4+, nommé 
6396p5.1.2, et spécifique pour le peptide fusion du virus de la rougeole F254-268 
(GDLLGILESRGIKAR) a été employé. Des lymphocytes B immortalisés par le virus 
d’Epstein-Barr et exprimant les allèles de CMH II adéquats (lignée LG-2) ont été employées 
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comme CPA. Les clones de lymphocytes T ainsi que les CPA ont été isolées et maintenues en 
culture comme décrit. 
 
3.2. Fluorescence Recovery After Photobleaching : 
3.2.1. Génération d’un fluorochrome : 
3.2.1.1. Choix de la sonde reconnaissant le TCR : 
 
Le choix de la sonde à employer pour la FRAP est un paramètre crucial de l’étude :  
La sonde doit être monovalente, ceci afin de ne pas provoquer l’activation des LT par pontage 
(crosslinking) des TCR : ceci interdit l’usage d’anticorps ou de tétramères de CMH. Le 
fragment Fab d’un anticorps ni bloquant (tel l’OKT3) ni activateur semble un choix 
raisonnable. 
 
3.2.1.2. Choix du fluorochrome couplé au Fab : 
 
Le fluorochrome couplé au Fab doit réunir plusieurs qualités : il doit être suffisamment 
puissant pour permettre la visualisation du faible nombre (environ 30 000) de TCR présents 
sur un LT, doit être suffisamment photolabile pour permettre le blanchiement d’une zone 
marquée mais pas trop pour que le photoblanchiement de base (dû à l’illumination de faible 
intensité du champ qui permet l’obtention d’images) ne fausse le suivi dans le temps de 
l’intensité du marquage. La Cyanine 5 (Cy5) est pour ces raisons un fluorochrome de choix. 
 
3.2.1.3. Protocole de fabrication de la sonde : 
 
Des anticorps monoclonaux dirigés contre la sous-unité ε du CD3 (TR66, IgG1) ont été 
digérés à l'aide du kit IgG1 Fab and F(ab)'2 kit (Pierce biotechnology TM, Rockford) selon les 
instructions du fabricant. Les Fragments Fab (5 mg/mL in 0.1 M Sodium carbonate, pH= 9.3) 
ont été marqués à l'aide du Cy5 Monoreactive dye pack (Amersham Bioscience TM, 
Piscataway). Les fragments marqués ont été séparés du Cy5 non conjugué par 
chromatographie sur gel à l'aide de colonnes Nap-10 Columns (Amersham Bioscience). Cette 
étape a été suivie d'une dialyse pendant  12 h dans du PBS 1× à l'aide du kit 10 kDa Lyser 
Dialysis cassettes (Pierce biotechnology). 
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3.2.2. Apprêtement des LT : 
 
Les lymphocytes T CD4+ purifiés à partir du sang (cf. supra) ont été lavés et resuspendus 
dans du RPMI complémenté par 5% de SVF et 10 mM Hepes. Les cellules ont ensuite été 
chargées avec 2 µM de Fluo4 AM (Molecular Probes, Leiden, The Netherlands) durant 30 
minutes à 37°C. Après un lavage supplémentaire, les cellules ont été marquées avec 30 µg/mL 
du Fab anti-CD3 couplé au Cy5 dans du RPMI, 1% FCS à 4°C durant 30 min. Les cellules ont 
subi deux derniers lavages et ont été conservées dans de la glace jusqu'à leur utilisation au 
cours des expériences de FRAP. 
 
3.2.3. FRAP : 
 
La FRAP a été réalisée dans du milieu maintenu à 37°C, 5% CO2 à l'aide d'un microscope 
confocal (LSM 510 ; Carl Zeiss, Jena, Germany) avec l'objectif × 63 et les lasers de 488 nm et 
633 nm. Lors de chaque expérience, une région rectangulaire (de dimension 2 µm ×1.4 µm) 
était définie à l'équateur du lymphocyte T. Cette région était irradiée durant 3 s par les lasers 
de 633 nm et 488 nm avec 100% d'intensité. L'ouverture du pinhole était ajustée pour obtenir 
des sections optiques de 2 µm d'épaisseur. Avant et après le blanchiment, l'ensemble du 
champ était visualisé en irradiant les cellules à l'aide des lasers 488 nm (4% d'intensité) et 633 
nm (17% d'intensité). Des images étaient obtenues toutes les secondes. 
 
3.2.4. Analyse des expériences de FRAP :  
 
L’analyse des images, effectuée par Omer Dushek, a été réalisée à l’aide du logiciel 
Matlab. Les séquences d’images issues du microscope confocal ont été importées au format 
TIFF ; l’intensité de fluorescence à l’intérieur de la région blanchie a été intégrée pour chaque 
image. 
Les mouvements de translation des cellules au cours de l’acquisition des images pouvaient 
potentiellement modifier nos résultats. Ces mouvements ont été corrigés comme suit. Tout 
d’abord, pour chaque image obtenue, une série d’opérations a été effectuée (seuil, fermeture, 
ouverture…) sur l’image de la sonde calcique afin d’obtenir un masque de la silhouette 
cellulaire. Le centre de masse de la cellule a ensuite été calculé par le logiciel. Enfin, la zone 
suivie a subi une translation dépendant des mouvements du centre de masse. Il est important 
de noter que les cellules ne bougent que de quelques pixels tout au plus au cours d’une 
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d’expérience et que la fluorescence de la sonde calcique, même lorsqu’elle est faible, permet 
une correction des mouvements des cellules. 
 
3.2.5. Traitement par des drogues : 
 
Au cours de certaines expériences, les cellules ont été traitées avec de l'ionomycine       
(0.5 µg/mL) ou de la thapsigargine (1 µM) au moment de l'enregistrement des séquences. Au 
cours d'autres expériences, des cellules ont été traitées avec de la cytochalasine D (10 µM) ou 
de la latrunculine B (50 nM) juste avant le début des expériences.  
Au cours d'expériences additionnelles, des clones de lymphocytes T marquées avec le Fab 
anti-CD3 couplé au Cy5 ont été mises en présence de CPA présentant ou non le peptide 
spécifique auquel répondent les clones. Leur interaction a été enregistrée par microscopie 
confocale et une région du LT a été blanchie. 
 
3.3. Immunofluorescence : 
 
Les CPA ont été chargées durant 2 h à 37°C avec 10 µM du peptide antigénique comme 
précédemment décrit. Durant les 10 dernières minutes, les cellules étaient chargées avec      
0.5 µM de CMTMR-Orange (Molecular Probes, Leiden, The Netherlands).  
 La conjugaison des LT avec les CPA a été réalisée durant les temps indiqués comme 
décrit. Les cellules ont été fixées (PFA 3%), perméabilisées avec de la saponine (0,1%) puis 
marquées avec de la phalloïdine couplée à de l'Alexa 488 (Invitrogen) afin de détecter la F-
actine, des anticorps monoclonaux anti-phosphotyrosine (PTyr)  (Santa Cruz Biotechnology, 
Santa Cruz, CA) ainsi que des anticorps monoclonaux anti-CD3ζ  (Santa Cruz Biotechnology, 
Santa Cruz, CA) ; une seconde étape de marquage a été réalisée à l’aide d’anticorps 
monoclonaux de chèvre anti-souris dirigés contre les isotypes des anticorps primaires 
employés et couplés à de l'Alexa 633 ou de l'Alexa 546 (Molecular Probes, Leiden, The 
Netherlands). 
Les échantillons ont été montés sur lames et examinés à l'aide d'un microscope confocal 




3.4. Quantification de la F-actine par marquage avec phalloïdine et cytométrie 
en flux : 
 
Une méthode décrite par Downey et al (Downey et al., 1989) a été employée avec 
quelques modifications. En bref, des PBL ont été fixés avec une solution de  PFA à 3%, 
perméabilisées avec  0.1 % de saponine et  marquées par 160 nM de phalloïdine couplée à de 
l'Alexa 488. Les cellules ont été analysées par cytométrie en flux (FACSCalibur, Becton 
Dickinson). Une sélection (gating) a été réalisée pour exclure sur des critères de taille et de 
granulosité les débris et les agrégats cellulaires.  
Certains échantillons de PBL ont été traités avant fixation par 2.5 µg / mL d'ionomycine,   
1 µM de thapsigargine, ou par de la latrunculine  B (50 à 500 nM ) durant 15 min à 37°C. 
 
4. Résultats :   
4.1. Une nouvelle approche pour étudier la mobilité des TCR par FRAP : 
 
L'équipe de recherche du Dr Valitutti a établi des collaborations durables avec des 
mathématiciens afin d'analyser et de modéliser les données obtenues concernant l'activation 
des lymphocytes T. Une part non négligeable de mon M2R a consisté à interagir avec des 
mathématiciens pour mettre au point de nouvelles et plus puissantes méthodes pour étudier la 
dynamique moléculaire des lymphocytes T par FRAP. 
Au cours de notre étude, les paramètres de diffusion des TCR/CD3 ont été mesurés sur des 
LT formant des conjugués LT/CPA au moyen d'un nouveau modèle mathématique mis au 
point par Omer Dushek et  Daniel Coombs (du Département de Mathématiques , University of 
British Columbia, Canada) .  
Les méthodes “classiques” de FRAP passent par le blanchiement complet et profond d'une 
grande portion de la cellule afin d'éviter un retour de fluorescence issu de zone hors du plan 
focal. En effet, la plupart des modèles mathématiques employés pour modéliser les données de 
FRAP ne prennent en compte que la mobilité des molécules fluorescentes situées dans le plan 
focal. Deux paramètres principaux sont ainsi calculés : le coefficient de diffusion (D, 
généralement exprimé en µm²/s), qui quantifie la diffusion latérale et la fraction  mobile (Mf, 
exprimé comme un pourcentage ou un ratio) qui indique quelle fraction de molécules est 
douée de mobilité (Figure 12, panneaux A et B). Ces approches présentent néanmoins des 










Figure 12 : Principe des techniques de FRAP . 
 
La technique de Fluorescence Recovery After Photo-bleaching (FRAP) permet l’étude de la dynamique 
d’une molécule dans une cellule vivante : la molécule d’intérêt, marquée par un fluorochrome (vert dans 
l’exemple), est illuminée par un laser de haute intensité, ce qui crée localement une région blanchie (lignée 
en pointillés rouge) : la mobilité latérale des molécules permet un retour de fluorescence dans cette région. 
En considérant une zone située dans la région blanchie (région suivie, ligne pointillés noir), il est possible 
de suivre dans le temps le retour de la fluorescence. Les paramètres caractérisant la courbes fournissent des 
informations relatives à la mobilité de la molécule d’intérêt.  
A– Comparaison des méthodes « conventionnelles » de FRAP en 1-Dimension et de la méthode 2-
Dimensions. 
B– Courbe théorique d’une expérience de FRAP : la forme de la courbe fournit des informations sur la 
proportion de molécules douées de mobilité (Fraction mobile Mf) et sur la vitesse à laquelle ces molécules 
mobiles diffusent (coefficient de diffusion D), qui est déduite du temps de demi-retour de fluorescence (τ). 
C– Expérience typique de FRAP effectuée sur les TCR : la fluorescence des TCR est ici visualisée à l’aide 


























Modèles 1-D pour la FRAP 
 
• Tiennent compte du retour de fluorescence par  
un seul côté de la région blanchie (flèches bleu) 
• Modélisation mathématique simple 
• Temps de blanchiment long  
• Phototoxicité sur la cellule 
• Non adaptés à l’étude de phénomènes 
dynamiques 
Modèles 2-D pour la FRAP 
 
• Tiennent compte du retour de fluorescence    
par deux côtés de la région blanchie (bleu) 
• Modélisation mathématique complexe 
• Temps de blanchiement réduit 
• Phototoxicité négligeable 
• Adaptés à l’étude de phénomènes rapides 
Région blanchie à l’échelle cellulaire 
Détail de la membrane plasmique 
A 




pour des lymphocytes T stimulés par leur antigène. Le blanchiement d’une grande portion 
cellulaire nécessite du temps, ce qui n’est pas compatible avec l’étude de cellules mobiles 
telles des lymphocytes T en interaction avec des CPA, dans la mesure où les cellules peuvent 
en bougeant déplacer la région à blanchir. En outre, un blanchiement massif peut provoquer 
une phototoxicité sur les cellules étudiées. 
Le modèle développé par nos collaborateurs prend en compte le retour de fluorescence dû 
aux molécules hors du plan focal et permet ainsi de ne blanchir qu’une petite portion des 
cellules étudiées. Une telle approche permet la réalisation de FRAP sur des structures 
dynamiques telles que l’interface entre un LT et une CPA (Figure 12, panneau C).  
J’ai employé cette méthode toute le long de mon M2R pour étudier la mobilité des TCR en 
surface des LT humains. 
     
4.2. La mobilité des TCR est semblable chez des LT naïfs et activés  
 
Nous avons dans un premier temps étudié les paramètres caractérisant la mobilité des TCR 
sur des LT à différents stades d’activation, ceci en l’absence de stimuli. Nous avons comparé la 
mobilité latérale des TCR de trois populations de LT CD4+: des LT naïfs isolés à partir de sang 
de cordon ombilical (CBTL) ; une lignée cellulaire obtenue après culture in vitro pendant deux 
semaines de LT naïfs en présence de billes magnétiques recouvertes d’anticorps monoclonaux 
anti-CD28 et anti-CD28 (activated CBTL); des LT fraîchement isolés du sang périphérique de 
donneurs adultes sains (PBL).  
Pour mener à bien cette étude, nous avons utilisé un Fab anti-CD3 précédemment produit 
dans le laboratoire marquée avec du Cy5 qui a permis de marquer les complexes CD3/TCR sur 
des LT auxiliaires et toxiques vivants au cours d’études précédentes. A noter que cette 
première partie de l’étude a pour la plus grande partie été réalisée par un ancien étudiant en 
thèse dans le laboratoire, David Depoil, qui m’a permis de reprendre la suite de ses travaux 
lorsqu’il est parti à la fin de sa thèse. 
Des cellules appartenant aux trois catégories sus-mentionnées ont ainsi été marquées avec 









Figure 13 : la mobilité des TCR est indépendante du stade d’activation des LT. 
 
Des LT du sang périphérique (PBL), des LT issus de sang de cordon ombilical soit fraîchement 
isolés (CBTL) soit activés lors d’une culture in vitro (activated CBTL) ont subi des expériences 
de FRAP. Le D correspondent à chaque expérience (une cellule par expérience, un point 
correspond à une cellule) a été calculé pour chaque population cellulaire. Ces données 
proviennent de 2 (pour les CBTL) et 4 (pour les PBL) expériences indépendantes  
 
 



















Les résultats de cette analyse sont présentés sur la Figure 13, sur laquelle on peut voir que le 
coefficient de diffusion est similaire entre les LT naïfs et activés.   
Le coefficient de diffusion des TCR (D, exprimé sous la forme de moyenne ± SEM) était 
de 0.0478 ± 0.0079 µm2/s pour les CBTL, 0.0345 ± 0.0058 µm2/s pour les CBTL activés et de 
0.0608 ± 0.0083 µm2/s pour les PBL. La fraction mobile (Mf) de TCR s’est avérée très forte 
dans les trois populations cellulaires (~ 0.9), confirmant la notion de mobilité des TCR en 
surface des LT. 
Ces résultats montrent que les paramètres basiques caractérisant la dynamique des TCR en 
surface des LT ne diffèrent pas de façon significative selon le stade d’activation des LT, ce qui  
indique que des différences de mobilité des TCR ne peuvent en aucun cas être responsables 
d’une plus grande sensibilité de LT activés suite à une stimulation antigénique. 
 
4.3. L’augmentation de [Ca2+]i affecte la mobilité des TCR au moyen d’un 
mécanisme faisant intervenir le cytosquelette d’actine : 
 
Nous avons par la suite voulu savoir si la transduction du signal des LT pouvait affecter la 
mobilité des TCR. Pour ce faire, des LT ont été chargés avec la sonde calcique FLUO-4 (dont 
l’intensité de lumière émise augmente en présence d’ions Ca2+) puis marquées avec le Fab 
anti-CD3 couplé au Cy5. Ceci nous a permis de détecter la tansduction du signal tout en 
étudiant la dynamique des TCR.  
Dans une première approche nous avons stimulé des LT avec de l’ionomycine (un 
ionophore calcique) pour mimer de l’augmentation de [Ca2+]i qui suit l’engagement des TCR. 
Les résultats obtenus montrent que l’augmentation de [Ca2+]i provoque une forte réduction 
de la diffusion latérale des TCR des PBL come l’atteste la réduction de D (Figure 14 A). De 
façon notable, un pré-traitement des LT avec 10 µM de cytochalasine D (une drogue qui inhibe 
la dynamique du cytosquelette d’actine) a abrogé l’effet de l’ionomycine sur la mobilité 
latérale des TCR (Figure 14 B). Les valeurs de D étaient : 0.0608 ± 0.008 µm2/s pour les PBL 
non stimulés, 0.0168 ± 0.002 µm2/s pour les PBL stimulés avec l’ionomycine, 0.0682 ± 0.014 
µm2/s pour les PBL traités avec seulement de la cytochalasine D et 0.0424 ± 0.004 µm2/s pour 
les PBL traités concomitamment avec de l’ionomycine et de la cytochalasine D. 
Des résultats similaires ont été obtenus en employant 50 nM de latrunculine B au lieu de la 




































































Figure 14: La mobilité des TCR est affectée par l’augmentation de [Ca2+]i. 
 
A- Des PBL traités ou non par les drogues indiquées ont été soumis à la FRAP. Les lignes de couleur 
indiquent la valeur moyenne de la courbe de retour de fluorescence dans chaque cas. La courbe rouge 
sombre indique l’ajustement des données par l’équation modèle. Les valeurs de D pour les PBL non 
traités et traités par l’ionomycine sont indiquées. 
Les données directement obtenues à partir des mesures sont indiquées en B. 
B- et C- Les valeurs de D de cellules individuelles soit non traitées, soit traitées par de la cytochalasine 
D, de l’ionomycine ou par les deux drogues (B-) ou traitées par de la thapsigargine ou de la  
thapsigargine + cytochalasine D (C-) sont représentées. Le caractère significatif des différences 
observées entre les différents groupes a été évalué par un test non apparié de Student réalisé avec le 




























































p = 0,041 p = 0,003 
D = 0.0608  





p < 0,0001 p < 0,0001 
 68 
Afin de mieux caractériser le rôle de l’augmentation de [Ca2+]i dans l’interférence avec la 
mobilité des TCR, nous avons traité des PBL avec 1 µM de thapsigargine, une drogue qui 
provoque une augmentation de [Ca2+]i par un mécanisme distinct de celui de l’ionomycine (la 
thapsigargine inhibe la pompe à Ca2+ du Réticulum Endoplasmique). Des résultats 
préliminaires indiquent que dans ce cas-là aussi l’augmentation de [Ca2+]i est corrélée à une 
réduction dépendante du cytosquelette d’actine de la valeur D des TCR (Figure 14 C). 
Il est à noter que les traitements présentés ci-dessus, bien que produisant une réduction des 
valeurs de D, n’ont pas affecté la Mf des TCR (qui demeurait proche de 0,9 pour les différents 
échantillons). Ces résultats indiquent que l’augmentation de [Ca2+]i affecte la mobilité des TCR 
sans diminuer le pourcentage de molécules mobiles.  
Considérés dans leur ensemble, ces résultats indiquent que l’activation de la voie de 
signalisation calcique entraîne une réduction de la mobilité des TCR au-travers d’un 
mécanisme faisant intervenir le cytosquelette d’actine. 
  
4.4. L’augmentation de la [Ca2+]i induit une augmentation de la 
polymérisation du cytosquelette d’actine : 
 
Les résultats ci-dessus indiquent qu’à la suite de l’augmentation de [Ca2+]i, le 
cytosquelette d’actine devient une contrainte pour la mobilité des TCR. Afin de mieux définir 
le lien entre l’augmentation de [Ca2+]i et la fonction du cytosquelette d’actine, nous avons 
quantifié la F-actine (actine polymérisée) dans des LT par une analyse en FACS. Les PBL ont 
ainsi été traités ou non avec 2,5 µg/mL d’ionomycine, 1 µM de thapsigargine ou des 
concentrations croissantes de latrunculine (une drogue qui provoque une dépolymérisation du 
cytosquelette d’actine) pendant 15 minutes à 37°C. Les cellules ont ensuite été fixées, 
perméabilisées et marquées à l’aide de phalloïdine couplée à de l’Alexa 488 pour marquer 
spécifiquement la F-actine.  
Comme le montre la Figure 15, le traitement par de la latrunculine a entraîné de façon 
dose-dépendante une diminution de la quantité de F-actine chez les LT, appuyant l’idée que 
cette analyse en FACS est adaptée à la quantification de la F-actine dans nos cellules. 
De façon intéressante, le traitement des LT par de l’ionomycine ou de la thapsigargine a 









Figure 15 : L’augmentation de [Ca2+]i induit la polymérisation de l’actine 
dans les PBL. 
 
Les PBL ont été traités durant 15 min avec les drogues indiquées. Le contenu en F-




Il faut cependant noter que la concentration d’ionomycine pour laquelle une claire 
augmentation de la quantité de F-actine a été observée était de 2.5 µg/mL alors qu’une 
réduction de la mobilité des TCR était significative pour une concentration de 0.5 µg/mL (une  
concentration d’ionomycine généralement employée pour activer les LT, cf. Fig. 3). Les 
raisons de ces différences demeurent pour le moment floues. Il est possible que les effets sur 
la mobilité des TCR précèdent (en terme de sensibilité aux concentrations d’ionomycine 
employées) une polymérisation massive de F-actine ; d’autre part, une différence dans la 
sensibilité des méthodes employées  (FRAP versus FACS) pourrait rendre compte de ces 
variations. De plus, l’aspect bimodal des courbes montrant les PBL non traités peut refléter 
l’existence de plusieurs populations différant par la quantité de F-actine, par exemple suite à 
l’activation d’intégrines telle LFA-1. 
Ces résultats montrent que l’augmentation de [Ca2+]i résulte en une augmentation de la 
quantité de F-actine dans les LT : ils suggèrent que l’augmentation de la polymérisation du 
cytosquelette d’actine pourrait être responsable des effets observés sur la mobilité des TCR 
suite à une augmentation de [Ca2+]i. 
 
4.5. La stimulation antigénique affecte la dynamique des TCR sur des LT 
vivants 
 
Pris dans leur ensemble, les résultats précédents indiquent qu’en l’absence de stimulation, 
les TCR présentent une mobilité non négligeable en surface de lymphocytes T humains 
vivants. De plus, ils indiquent que l’augmentation de [Ca2+]i réduit fortement la mobilité des 
TCR au moyen d’un mécanisme faisant intervenir le cytosquelette d’actine . 
Cette augmentation de [Ca2+]i constituant une voie de signalisation centrale dans la 
cascade de transduction du signal associée à l’engagement du TCR, nous avons cherché à 
savoir si l’augmentation de [Ca2+]i induite par l’engagement du TCR affectait la mobilité des 
TCR de LT en interaction avec une CPA présentant leur peptide antigénique. 
Il est important de noter que cette approche est délicate techniquement parlant et qu’elle 
nécessite du temps. De plus, l’analyse des résultats obtenus est complexe. En effet, il est 
difficile de procéder au blanchissement de l’aire de contact dynamique entre un LT et sa 
CPA ; il est en plus indispensable de pouvoir suivre les cellules durant la durée nécessaire au 
retour de fluorescence du fait de leur mobilité. Pour ces raisons, les résultats obtenus à ce jour 
ne sont que préliminaires. 
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Ainsi, des LB transformés par le Virus d’Epstein-Barr non marqués et chargés ou non 
avec le peptide antigénique ont été déposés dans des chambres d’observation recouvertes de 
Poly-D-Lysine. La densité de CPA a été ajustée au cours d’expériences préparatoires pour 
obtenir un nombre de cellules approprié aux expériences : la visualisation de conjugués 
LT/CPA a ainsi été optimisée. 
Des LT chargés avec du FLUO-4 AM et marqués avec le Fab anti-CD3 couplé au Cy5 ont 
été déposées sur les CPA. L’enregistrement était lancé lorsqu’un LT se trouvait à proximité 
d’une CPA. Une image était prise à chaque seconde ; l’enregistrement durait jusqu’à 200 s.  
Pour des raisons techniques il était très difficile de blanchir le site de contact entre un LT 
et une CPA non chargée avec le peptide antigénique. Les LT s’avèrent être très mobiles dans 
ces conditions, bougeant à la surface des CPA à une vitesse d’environ 9 µm/min, et se 
détachant très rapidement des CPA. 
Pour ces raisons j’ai décidé de reporter à plus tard les expériences impliquant des CPA 
non chargées avec le peptide antigénique et me suis dans un premier appliqué à étudier des 
LT interagissant avec des CPA chargées avec une concentration optimale de peptide 
antigénique. 
Il a été en effet clairement établi que dans ces conditions les LT reçoivent un “stop signal” 
qui les maintient immobiles pendant un long moment durant lequel ils sont le siègent d’une 
signalisation soutenue dans le temps. A titre de témoin négatif, j’ai mesuré la mobilité des 
TCR de LT spécifiques d’antigènes en l’absence de CPA. 
Les résultats préliminaires que j’ai obtenus sont présentés dans la figure 16. Ces résultats 
montrent que dans des conditions de repos, la mobilité des TCR en surface de clones de LT 
humains est similaire à celle mesurée dans pour des LT humains naïfs, pour des PBL ou pour 
une lignée polyclonale de LT (comparer figure 16 et figure 13). De façon intéressante, pour 
des LT en interaction avec des CPA chargées avec le peptide antigénique et donc subissant 
une augmentation de [Ca2+]i prolongée, la valeur D du TCR était réduite, ce qui indique que 
de même que pour d’autres populations de LT, l’activation de la voie calcique chez des LT 
stimulés par leur antigène conduit à une réduction de la mobilité des TCR en surface des 
cellules. Nous avons aussi observé dans ces conditions une fraction mobile (Mf) réduite 
(Figure 16). 
Les expériences se poursuivent et je remercie Omer Dushek qui a mis au point en 
collaboration avec nous un programme permettant de suivre les cellules mobiles durant 























































Figure 16 : L’interaction de LT avec leur antigène spécifique affecte la dynamique du 
TCR. 
 
Des LT (clone 6396p5.1.2) soit seuls, soit en interaction avec des CPA présentant le peptide 
antigénique ont été soumises à des la FRAP dans une région éloignée de la SI. Le graphe A 
représente le D de cellules individuelles. Le graphe B présente les moyennes ± SEM de la Mf. 
Les données sont tirées de quatre expériences indépendantes. 
















































Pris dans leur ensemble, ces résultats indiquent que la mobilité des TCR est réduite 
lorsque des LT humains sont stimulés par leur antigène, ce qui soulève la question de savoir 
comment les TCR peuvent se diriger vers le site de contact LT/CPA afin de former la synapse 
immunologique. 
 
4.6. Les TCR sont acheminés vers la Synapse Immunologique par le 
cytosquelette d’actine 
 
Pour répondre à cette question, nous avons envisagé la possibilité selon laquelle la 
« liaison » du TCR au cytosquelette d’actine suite à l’augmentation de [Ca2+]i aurait deux 
effets : d’une part elle diminuerait la diffusion latérale des TCR par répulsion stérique ; 
d’autre part elle permettrait au cytosquelette d’actine, en se polarisant vers la synapse 
immunologique, de favoriser le recrutement des TCR vers la zone de signalisation. 
La meilleure approche pour étudier ce phénomène consistait à mettre au point une 
expérience durant laquelle le recrutement du cytosquelette d’actine vers un pôle de la cellule 
pourrait être induit indépendamment de l’engagement des TCR. Ceci nous permettrait de 
vérifier si l’augmentation de [Ca2+]i permet au cytosquelette d’actine d’acheminer les TCR 
vers la SI. 
Au cours d’expériences préparatoires nous avons étudié l’enrichissement de la F-actine au 
niveau de la SI dans le cas de LT stimulés par leur antigène. Les résultats obtenus indiquent, 
en accord avec de précédentes études, que le cytosquelette d’actine s’accumule au niveau de 
la synapse immunologique durant les premières minutes suivant la formation d’un conjugué 
entre LT et CPA (données non présentées). 
Afin de créer une condition permettant la polarisation du cytosquelette d’actine en 
l’absence d’engagement des TCR, nous avons formé des conjugués entre LT et CPA non 
chargées avec le peptide antigénique (ceci afin d’engager les molécules d’adhésion) : les 
cellules ont été traitées avec un milieu tampon contenant 10 mM de manganèse, ceci afin 
d’activer les intégrines (de Bruyn et al., 2002; Dransfield et al., 1992; Porter et al., 2002) et 
David Depoil, communication personnelle). 
Dans certains cas les LT ont été traités avec de l’ionomycine pour provoquer une 
augmentation de [Ca2+]i et potentiellement lier les TCR au cytosquelette d’actine. Les cellules 
ont ensuite été fixées, perméabilisées et marquées avec de la phalloïdine, des anticorps anti-

















Superposition Chaîne-ζ Phalloïdine pTyr 
Figure 17 : les TCR peuvent suivre la F-actine vers la SI de façon indépendante de l’antigène. 
 
Des LT (clone 6396p5.1.2) ont été conjuguées avec des CPA soit non chargées (f-t) ou chargées avec 10 µM de 
peptide (a-e). Les cellules ont été marquées avec de la phalloïdine (vert), un anticorps anti-chaîne ζ(rouge) et 
anti-PTyr (bleu). 
Les conjugués LT/CPA conjuguées soit non traitées (a-e)ou traitées avec de l’ionomycine (f-j), Mn2+ (k-o) ou  
avec du Mn2+ avec de ionomycine (p-t). 
Les données sont tirées d’une expérience representative de deux.  
Transmission 
a b c d e 
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entre cellules) et des anticorps anti-Ptyr pour détecter une activité de transduction des 
signaux. 
Nos résultats, pour l’instant encore préliminaires, indiquent que dans le cas de LT en 
interaction durant 30 minutes avec des CPA non chargées avec le peptide antigénique et en 
présence de 10 mM de tampon Mn2+ seulement, alors que le cytosquelette d’actine se polarise 
vers la SI, les complexes TCR/CD3-ζ demeurent dispersés sur toute la surface des LT (Figure 
17 k-o). Au contraire, lorsque les cellules en interaction sont traitées avec de l’ionomycine, on 
observe, en parallèle de l’enrichissement en F-actine, un enrichissement des TCR sur le site 
de la SI. (Figure 17 p-t). 
Au cours d’expériences de contrôle nous avons observé un enrichissement en F-actine au 
niveau de la SI pour des LT après 30 minutes d’interaction avec des CPA chargées avec le 
peptide antigénique (Fig. 6 a-e). Un net enrichissement de F-actine a été observé plus 
précocement lors de l’interaction (données non présentées). 
Il paraît indispensable de souligner le caractère préliminaire de tels résultats qui dérivent 
d’expériences pour lesquelles nous recherchons les conditions optimales afin d’étudier le rôle 
de la F-actine dans la mobilité des TCR. Ces résultats doivent être reproduits et quantifiés à 
l’aide d’une méthode non subjective. 
Si confirmés, ces résultats indiqueraient qui suite à l’augmentation de [Ca2+]i, les TCR 
suivent passivement le cytosquelette d’actine et que la « liaison » de TCR non engagés au 
cytosquelette est un mécanisme majeur permettant d’assurer leur acheminement à la synapse 
immunologique. 
 
5. Discussion  
 
L’activation des LT par leur antigène spécifique, qui est un événement central dans la 
mise en place d’une réponse immunitaire adaptative, a été étudiée précisément au cours des 
dernières années. Les paramètres physico-chimiques caractérisant la liaison du TCR au 
complexe peptide-CMH (Krogsgaard and Davis, 2005), les cascades de signalisation activées 
par l’engagement des TCR (Trautmann and Valitutti, 2003) et les réponses biologiques mises 
en place par des LT en fonction des divers stimuli reçus (Faroudi et al., 2003) ont été définis 
dans le détail. Néanmoins, une définition claire des mécanismes moléculaires mis en jeu au 
niveau du site de contact LT/ CPA et responsables de l’assemblage des cascades de 
signalisation fait encore défaut. En particulier, il reste à définir par quels moyens les TCR, 
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pièces centrales dans la reconnaissance de l’antigène, circulent en surface des LT et sont 
recrutés vers la SI afin d’interagir avec les complexes peptide-CMH présentés par la CPA. 
Nos expériences fournissent une première piste pour répondre à cette problématique 
stimulante. Nos montrons que les TCR sont constitutivement mobiles à la surface des LT. Ces 
résultats, conjointement avec des observations déjà effectuées dans le laboratoire (Favier et 
al., 2001) et des résultats publiés par d’autres groupes (Moss et al., 2002; Varma et al., 2006) , 
appuient définitivement la notion d’un TCR qui, à l’image d’autres récepteurs, possède une 
mobilité latérale. Cette propriété est dans le principe suffisante pour permettre à un TCR de 
parcourir en totalité la surface du LT en environ 30 minutes et pour que 50% de la totalité des 
TCR présents en surface de la cellule s’accumule au niveau de la SI dans les 5 à 10 minutes 
suivant le début de l’interaction avec les CPA (Omer Dushek, communication personnelle). 
La mobilité latérale des TCR demeure similaire chez des populations de LT à différents 
stades d’activation, ce qui indique que ce paramètre n’est pas à l’origine d’une plus grande 
sensibilité des LT activés aux stimulations antigéniques (Figure 13). 
Une importante mobilité latérale et une rapide circulation des TCR de la surface cellulaire 
semblent nécessaires dans des conditions de repos à une rapide détection des stimuli 
antigéniques. Au contraire, cette même mobilité pourrait nuire à une interaction fructueuse 
avec une CPA présentant le peptide antigénique d’intérêt. En effet, dans le cas où les TCR 
seraient délivrés très rapidement à la SI, ils seraient engagés et subséquemment dégradés 
rapidement, menant à une extinction prématurée du signal transduit. Dans ces conditions, les 
LT ne pourraient être le siège de la signalisation soutenue requise pour leur activation.  
Nos résultats offrent une solution possible à ce qui apparaît comme un paradoxe en 
montrant que l’augmentation de [Ca2+]i diminue la mobilité latérale des TCR (Figure 14). Ce 
phénomène pourrait constituer le « pace maker » de l’engagement en série des TCR et de la 
signalisation soutenue des LT lors de leur interaction avec les CPA. 
Nos résultats montrent aussi que cette réduction de mobilité latérale des TCR nécessite, 
pour être effective, un cytosquelette d’actine fonctionnel. Ceci suggère qu’à la suite de 
l’augmentation de [Ca2+]i , les TCR se lient au cytosquelette d’actine ou à des protéines de 
liaison à l’actine. D’un autre côté, l’augmentation de la quantité de F-actine due à 
l’augmentation de [Ca2+]i pourrait augmenter la viscosité de la membrane plasmique de LT, 
affectant ainsi la mobilité des TCR et potentiellement d’autres molécules. À ce jour, nos 
résultats ne permettent pas de favoriser l’une ou l’autre de ces hypothèses. 
Néanmoins, il est important de souligner que nos résultats sont compatibles avec le 
modèle des « fencse and pickets » (Kusumi et al., 2005). Ce modèle postule que la mobilité 
 77 
des molécules membranaires, qu’elles soient transmembranaires ou simplement ancrées dans 
la bicouche phospholipidique, dépend du niveau de polymérisation de l’actine (le « fence ») et 
de l’ancrage de certaines protéines à la F-actine (les « pickets »). À la lumière de nos résultats, 
les TCR pourrait tout aussi bien être un « picket », directement ou indirectement ancré à la F-
actine ou une molécule dont la diffusion serait limitée par les « fences and pickets ». Les 
travaux indiquant une liaison des TCR à a F-actine suite à la stimulation pèsent en faveur d’un 
TCR vu comme un « picket » (Caplan and Baniyash, 1996; Rozdzial et al., 1995). 
Nos observations montrent que les TCR sont potentiellement liés ou restreints par la F-
actine, ce qui soulève la question de comment les TCR peuvent se diriger vers la SI. Pour 
tenter d’y répondre, nous avons envisagés la possibilité que les TCR pouvaient suivre la F-
actine vers la SI à la manière de “poissons pris dans un filet”. 
Il est en effet bien établi que l’on observe un enrichissement de F-actine sur le site de la 
SI. En outre, des travaux de Wulfing et coll. ont montré que le réseau cortical de F-actine se 
polarise au site de contact entre LT et CPA (Tskvitaria-Fuller et al., 2003). Nos résultats, 
quoique préliminaires, sont compatibles avec ces observations. Nous montrons en effet que la 
F-actine est rapidement enrichie sur le site de la SI de façon antigène-dépendante (Figure 17). 
Nous montrons également que dans des conditions pour lesquelles les intégrines sont activées 
par du Mn2+ (Dransfield et al., 1992), la F-actine est également enrichie au site de contact 
entre LT et CPA non chargée avec le peptide antigénique. Enfin, nos résultats préliminaires 
montrent aussi que les TCR semblent suivre la F-actine vers la SI formée entre LT et CPA 
non chargée avec le peptide antigénique à la manière de « poissons pris dans un filet ». 
Il est aussi intéressant de spéculer que la liaison ou le « trappage » des TCR à un réseau de 
F-actine permet l’édification d’un échafaudage favorisant l’assemblage des éléments 
permettant la signalisation en aval du TCR. L’idée de TCR hautement mobiles est 
difficilement réconciliable avec la nécessité d’assembler des complexes supra-moléculaires 
comportant des molécules adaptatrices et des composants de signalisation présents sur le site 
de SI. L’observation que les TCR pris dans le réseau de F-actine possèdent une mobilité 
latérale moindre est compatible avec la formation de tels complexes. 
Cette hypothèse rejoint les travaux récemment présentés par M. Dustin et coll. montrant la 
nécessité d’un cytosquelette d’actine intègre pour permettre la signalisation par les 
microclusters de TCR (Varma et al., 2006; Yokosuka et al., 2005) 
Au cours de travaux précédents du laboratoire, il a été montré que les SI sont des 
structures dynamiques et adaptables capables de se désassembler pour se reformer lorsqu’un 
LT interagit simultanément avec plusieurs CPA. Il a été en particulier montré que des TCR de 
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localisation extra-synaptique pouvaient supplanter des TCR déjà accumulés au sein d’une SI 
et diriger leur repolarisation vers une nouvelle SI (Depoil et al., 2005). Les mécanismes 
moléculaires à l’origine d’un tel phénomène demeurent flous. Nos résultats, montrant que les 
TCR sont liés ou trappés par la F-actine, suggèrent que le cytosquelette d’actine pourrait 
constituer la force motrice dirigeant les TCR vers une nouvelle SI. 
En conclusion, nos résultats, quoique préliminaires et partiels, nous permettent 
d’envisager le processus de la formation d’une SI selon un angle original. Ils impliquent que 
les TCR voient leur mobilité latérale diminuer suite à leur activation par un stimulus 
antigénique. Ceci pourrait être indispensable à un positionnement correct ainsi qu’un 
engagement régulé des TCR, ce qui permettrait une régulation fine de la durée de 
signalisation. 
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Conclusion générale : 
 
L’année qui vient de s’écouler m’a donné l’occasion de m’immerger pleinement dans le 
monde de la recherche et de me consacrer à un projet qui m’avait été confié. J’ai pu ainsi 
apprécier les joies et les difficultés qu’éprouvent ceux qui consacrent leur vie à faire 
progresser la science. Cette année fut riche d’enseignements et de rencontres. Je suis heureux 
d’avoir pu m’investir dans un projet multidisciplinaire qui par sa thématique éloignée du 
monde vétérinaire constituait pour moi un défi à relever. J’ai trouvé particulièrement 
savoureux de pouvoir m’imprégner de la thématique en lisant les travaux publiés sur le sujet 
pour rendre possible une vision critique des expériences menées et mieux imaginer quelles 
expériences pourraient être menées. Cette démarche « active », quoique exigeante en temps et 
en efforts, est extrêmement stimulante. Le projet est actuellement poursuivi par les membres 
de l’équipe du Pr. Salvatore Valitutti et donnera éventuellement lieu à une publication.  
Cette période de M2R m’a donné envie de poursuivre mes prospections dans le monde de 
la recherche. J’ai eu l’opportunité de me consacrer à un projet traitant de la grippe aviaire, 
thématique plaisante pour moi dans la mesure où elle consiste en l’étude d’une zoonose pour 
laquelle tous les mécanismes physiopathologiques ne sont pas compris, en particulier 
l’absence de signes cliniques chez le canard, espèce réservoir par excellence. Ce sujet me 
permet en outre de travailler sur la physiologie et l’immunité des oiseaux, animaux que 
j’adore depuis bien des années. Je ne peux prévoir quels seront les résultats de ces recherches, 
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